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緒言
　鼻粘膜は、生理活性ペプチドおよびタンパク性薬物のデリバリーに有用なル
ートの一つとして注目され、点鼻製剤として酢酸デスモプレシン、酢酸ナファ
レリンや酢酸ブセレリンなどが日本をはじめ1・2）、諸外国においてすでに臨床に
使用されている。しかし、注射剤に比較してこれら点鼻製剤の生物学的利用率
は必ずしも高いとはいえず、限られた成分に限定されているのが現状である。
　鼻粘膜は多列状の、繊毛を有する円柱上皮からなり吸収に関与する表面積が
大きく、粘膜下の毛細血管が豊富であるため、投与した低分子薬物の吸収性は
高い。また、吸収した薬物を直接全身循環に送ることができるため、肝臓での
初回通過効果を回避できる3）利点も有している。そこで、これらの鼻粘膜の吸収
面の特徴を活かした、より大きな分子量のペプチドおよびタンパク性薬物の鼻
粘膜吸収製剤の開発がさらに望まれている。しかしながら、高分子薬物の吸収
性は低いため、ペプチドおよびタンパク性薬物の製剤設計において、なんらか
の吸収性の改善が必要である。
　吸収性の制御策として、代謝酵素阻害剤を用いた高分子薬物の安定化4’6）、微
粒子システムや粘性ゲルを用いた鼻腔内滞留性の増強7“12）および吸収促進剤に
よる吸収速度の増大が考えられる13‘19）。吸収促進剤のスクリーニングはいまま
で多くの研究者により検討されてきたが、吸収の大幅な増加がみられる反面、
ほとんどの促進剤は安全性の点で課題を有していて、実用化に至っていないの
が現状である20）。
　従来から検討されてきた化学的促進剤は様々な薬物の鼻粘膜吸収を促進する
ものの、内皮細胞の損傷や鼻粘膜への刺激を引き起こすことが知られている。
Hosoyaら21）は、in　vitroでのUssingチャンバー法にてモデル薬物として分子量約
1万の：FITC－dextran（FD－10）を用いて、これら化学的促進剤（界面活性剤、
胆汁酸塩、脂肪酸、キレート剤）のウサギ摘出鼻粘膜の透過促進効果が鼻粘膜
から漏出した膜成分とよく相関することを報告した。同様な相関関係はラット
の小腸、大腸とCaco－2細胞単層を用いても得られており22顧24）、これらの促進剤は
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薬理学的に効果を十分発揮させることができる濃度で用いると内皮細胞に損傷
を与えることが知られていた。
　こうした中、カチオン性の多糖類であるキトサンが粘膜傷害性をほとんど示
さずに生理活性医薬品の鼻粘膜吸収性を著しく改善できることが報告された25）。
そこで、著者はカチオン性物質が組織学的レベルで著しい損傷を起こすことな
く、ペプチド性薬物の鼻粘膜吸収を高めることのできる吸収促進剤になり得る
と考え、本研究を開始するに至った。
　最終ターゲットはペプチドおよびタンパク性薬物の実用化可能な経鼻吸収製
剤の投与設計とした。吸収性改善研究のアプローチ法の1つとして、粘膜透過
性をモデル透過物質の分子量に対しプロットすることにより分子量依存回帰曲
線を求め、吸収促進剤適用後の促進効果の上昇から検討する手法が考えられる。
すなわち、高分子薬物のモデル物質として酵素的に非分解性とみなせるHTC－
dextvanを用い、その分子量を変化させて吸収関連指標との関係を回帰曲線にて
あらわす。これをコントロールとして吸収促進剤の適用により、回帰曲線のベ
ースラインを上方に引き上げる化合物を探索する手法である。経鼻吸収での吸
収関連指標として、in　vitro系では透過係数（P）、またi聡vivO系ではバイオア
ベイラビリティ（F）が考えられた。同時に、細胞傷害性の評価方法を確立したう
えで安全性面からの検討を行い、高い吸収性と安全性を兼ね備えた新しいタイ
プの吸収促進剤のスクリーニングをカチオン性化合物にて開始した。
　本研究では、第1章においてin　vitro系にて高分子薬物の経鼻吸収性改善へ
のアプローチ法の検討を行い、検討の方向性の妥当性を検証した。第2章にお
いて実用性の高い理想的な経鼻吸収促進剤の探索を、第9節にて；カチオン性
化合物のスクリーニングおよび新しいタイプの経鼻吸収促進剤の発見を、第2
節にて；見い出したポリ・L一アルギニンによる経鼻吸収性の最適化を検討した。
第3章において製剤設計に必要な薬動学／薬力学の検討を行い、第4章におい
てペプチド医薬品の経鼻吸収性改善による実用化研究をos　一hANP等をモデル薬
物として用いたポリーL一アルギニンの併用効果検討を行い、実用製剤化への基盤
研究とした。
　次頁に本研究の構成について概略した。
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第1章　高分子薬物の経鼻吸収性改善へのアプローチ
　鼻粘膜から薬物が吸収されるためには薬物と鼻粘膜の両者の諸因子が関与す
ると考えられる。すなわち、薬物では分子量（分子サイズ）、脂溶性、極性、電
荷などがあり、粘膜では粘膜の組織学的構造、生理機能およびタンパク分解酵
素を含めた薬物代謝などが考えられ、薬物はこれらの諸因子が複雑に絡み合っ
て吸収されることになる。
　種々化合物の経鼻吸収性について、既に並vivoにてラットを用いた経鼻吸収
実験が行われ、吸収率と分子量の両対数との問に負の相関関係が成り立つこと
が報告されている19・26－29）。種々溶媒中での薬物の拡散と分子量の関係が報告され
ており3e・31）、その結果は薬物の鼻粘膜あるいはその間隙部の透過性に分子量が
大きく影響していることを示している。
　本章では、高分子薬物の鼻粘膜の透過ルートを考慮した仮説式を立て、それ
をiR　vitroにおける鼻粘膜透過性に対する透過物質の分子量の影響および極性
の影響を併せて検証する。その上で、経鼻吸収性改善へのアプローチとして吸
収促進剤の添加時の変化を吸収性と安全性面から検討した。
第1節　経鼻吸収促進を決定する因子の検討
1．1鼻粘膜の透過ルートを考慮した解析
　鼻粘膜上皮細胞層には基底膜近傍の基底細胞、繊毛細胞、粘液分泌を行う杯
細胞、無繊毛細胞が存在し、それらが一層の上皮細胞層を形成している。それ
ぞれ隣i接する細胞とtight　junctioR、adhesion　beit、　gap　junctionおよび
desmosomeの接合部によって接着されている。これらのうちtight　junction
が最も堅固な構造を持ち細胞内への異物の進入を防ぐ機能を持つことから、細
胞間隙を介する物質移動の律速部位と考えられている。
　Marttinら32＞は、　in　vivoラット鼻腔内投与での種々分子量のfiuorescein
isothiocyanate－labeled　dextran（FITC－dextfan　；　FD）の鼻粘膜透過ルートを共焦点
顕微鏡を用いて視覚的に明らかにした。この高分子モデル薬物：FDの輸送は主
にparacellularルートを経由し、細胞が損傷を受けるとtranscellularルートの
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輸送が促進されたと報告している。そこで、Marttinらの結果を以下のように
透過に関する仮説式を立ててその検証を試みた。
　すなわち、透過物質が鼻粘膜を透過するルートとしては、上皮細胞実質部分
を通るtranscellularルーートと上皮細胞の間隙部を通るparacellularルートの二
つを考え、これらのルートが並列に存在し、間隙部の曲路が無視できると仮定
した。この時、全透過係数Pも。t。1は次式によって与えられる。
P、。、。玉＝（1一α）P鋤、＋鷹P，。，a
　　＝　（1一　os）Dtrans　K　／h　＋　os　Dpara　／h
?））??ー??（
ここで、Pt。a。，はtranscellularを透過する薬物の透過係数、Pp。，、はparacellular
を透過する薬物の透過係数、αは全透過面積に対する間隙部の有効面積率、Dt，an、
は膜中の拡散係数、Dp。，、はparacellulanc部の拡散係数、：Kは粘膜／medium分
配係数、hは透過距離である。
　GrUnら30）やFlynnら31）によれば溶媒中の拡散係数と分子量（MW）の間に
は負の関係があり、それらは（2）式で表されることが知られている。
　　　　　　　　　　　D＝b　MWa　（2）
　　　　　　　　ここでa　（a＜0）、bは定数である。
　ペプチドやタンパク性薬物を含む高分子はその分子サイズが大きく、水溶性
であるため細胞膜に分配しにくいということから主にparacellularルートを透
過し、transcellularルートの透過は極めて少ないか、または無視できるとして
（1一α）＜＜αと仮定すると（1）式は（3）式に変形できる。
Ptetai　＝　Ppara　＝　ec　Dpara　／h （3）
この（3）式に（2）式を代入して対数をとると（4）式に変形できる。
log　Pt，t．i　＝　alog　MW　＋　log　（os　b　／h） （4）
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（4）式は分子量の対数値と透過係数の対数値は直線関係にあり、（4）式の直線関係
が得られれば透過物質はpaxacellularルートを通っているものと考えられる。
　一方、鼻粘膜は他の粘膜と比べより1eakyであると考えられているが、弱解
離性の低分子薬物にとっては、transcellularルートによる輸送も非常に重要で
ある。仮にこれら低分子薬物の輸送が主にtyansceilularルートとし、　es＜＜（k
oc　）と仮定すると（め式は（5）式に変形できる。
Ptotai　＝　Ptrans　”　（i一　ec）DtraRs　K　／h （5）
　一般に低分子薬物の分子量は100～500であるので、分子量の違いによる拡散
係数Dt，。。Sの差が分配係数の差よりもそれほど大きくないと仮定し、　Dも，a。、を一
定とみなして（5）式の対数をとると（6）式に変形できる。
IOg　Ptetai　＝　10g　K　＋　10g　（（1一　es）Dtrans　／h）（6
（6）式は分配係数の対数値と透過係数の対数値は直線関係にあることを示し、（6）
式の直線関係が得られれば透過薬物は主にtvanscellulayルートを通っているも
のと考えられる。
1．2　薬物の分子量と極性の検討
　（4）式および（6）式の検証のため、鼻粘膜透過性に対する透過物質の極性の影響
と分子量の影響を検討した。透過物質の極性評価の指標としてはオクタノール
／リンゲル液分配係数の対数（log：Kor）を用いた。検討に用いた透過物質（薬
物）の略名および構造式をFig．1に、またそれらの分子量（MW）とlog：Kor値
をTable　1に示した。　Fig．1の透過物質を用いて、ウサギ摘出粘膜を用いたin
vitro透過実験より得られた結果を基に、10g　Kerと10g　Pの関係と10g　Mwと
Iog　Pの関係を求めた。
　Hg．2にモデル薬物の10g　Pt。、。1とlog　K◎rの関係を示す。10g　Pも。t。1とlog：Kor
の間に直線関係が認められ（r2＝0．556）、これら低分子化合物はtranscellular
ルートを通ることがわかった。低分子薬物の脂溶性の増加とともに透過係数が
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Fig．1　Chemical　structures　of　drugs　used　in　this　study．
Table　1　MW　and　log　Kor　of　drugs　used　in　this　study
No． Drug AbbreviationMW 10g　Kor
1 Etha登G1 EtOH 46．10 一〇．220
2 5－Fluorouracil5－FU 130．08 一〇．999
3 Sodium　Be籠zoaもe BA 144．11 一1．84
4 Theo　h　lhne TP 180．17 ・・ O．111
5 Anti　rine ANP 188．23 0，313
6 Amino　翌in．e AMP 231．29 0，952
7 Isoso罫bide　Di簸itrateISDN 236．14 1．22
8 C　cloba翌biもa1 CB 236．26 1．62
9 ：Lid◎cai獄e LC 243．34 2．25
10 PentoxiぞUine PX 278．31 0，387
11 Diclofbnac　SodiumDC－Na 318．18 0，669
12 1憩atro　ium：BromideIPT．Br 412．4 4．23
13 Disodium　C懇omo　l　caもeDSCG 512．3 一3．21
：FITC．Dext罫εm， FD 4400／71200願　卿　o　儒　幡
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大きくなる傾向がみられたが、分配の差ほど透過係数の差が大きくはなく、
Huangら33）のin　situ実験系での報告と類似していた。このことは、各々の薬
物の分子量の違いによる膜中の拡散性の影響が考えられ、それら薬物の分子量
を加味しての検討も必要と考えられる。また、鼻粘膜を一枚の脂溶性膜と考え
た場合、膜の脂溶性度はさほど高くないと思われ、paracellulaifルートを介す
る輸送を無視できないと考えられた。
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　1；　EtOH，　2；　5－FU，　3；　BA，　4；　TP，　5；　ANP　6；　AMP，　7；　ISDN，
　8；　CB，　9；　LC，　le；　PX，　R；　DC－Na，　12；　IPT－Br，　13；　DSCG
　Fig．3に得られたモデル薬物の10g　Pとlog　Mwの関係を示す。　FDs（Mw　4．4、
9．4、36．5、71．2kDa；FD4、　FD－10、　FD－40、　FD－70）についての結果は分子量
の増加により透過係数の減少がみられ、両者の対数値の間には良好な直線関係
がみられた（r2＝0．984）。この結果は仮説の検証式、（4）式と一致することから、
これらFDsはparacellularルートを通っているものと推察された。すなわち、
Marttinら32）が共焦点顕微鏡を用いて報告した、　FDの鼻粘膜透過ルートの視
覚的検討結果を仮説から数式化して実験的に検証できた。
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　モデル薬物FDsのデータから求めた回帰直線（：FD　line）を、：Fig．3中に実線で
示した。この分子量範囲では低分子薬物のうち比較的分子量が大きく水溶性の
高いIPT－Br、　DSCGが：FD　line上に位置したが、ほとんどの低分子薬物の透過
係数はFDsから求めた回帰直線からほとんど上方に位置した。このことから、
上方に位置した薬物はその脂溶性を含む他の物理化学的因子、特にFig。2からも
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Fig．3　Relationship　between　Iog　Pt．t．i　and　log　MW．
　　　y＝　一　e．7912x　一　3．193　（r2mee．984）
　　　See　the　legeRds　in　Fig．2．
わかる様に膜への分配性が関与し、透過が上昇したものと考えられた。一方、
下方に位置した薬物に関しては、水素結合によるみかけの分子量（分子容積）の増
加、細胞間心中の電気的な反発、細胞内への蓄積などが原因と考えられる。
DSCGに関しては、　medium中ではイオン型で存在するため膜に分配しにくい
と考えられ、しかも分子内にマイナスチャージを2つ持つために細胞間隙部の
マイナス電荷と電気的な反発を受け透過係数がFD　lineより下になったと考
えられた。
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第2節　高分子モデル化合物の透過に対する吸収促進剤添加の影響
　鼻粘膜透過促進剤としてはキレート剤、界面活性剤、胆汁酸塩およびその誘
導体、酵素阻害剤などが研究されている34－36＞が、前節の結果から高分子化合物
の吸収促進はparace11ulayの透過を促進させる必要がある。　BaldWiRら37）は
Caco－2細胞単層を用いてFD4の蛍光を共焦点顕微鏡にて観察し、胆汁酸誘導
体のsodium　tauro－dihydrofusidate（STDヨF）がparacellUlarの透過を促進す
ると報告している。そこで、モデル促進剤としてSTDH：Fを用いて、透過物質
の透過挙動の変化を検討した。
　：FD－10の透過促進効果が最大となったSTDHF濃度を0．5％に固定して、様々
な薬物の透過実験を行ったときの薬物分子量の対数値と透過係数の対数値との
関係を：Fig．4に示した。
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　　　　O；　with　STDKE　Detted　line　y＝　一　e．7382x　一　2．644　（r2　＝　e．976）
　　　　See　the　lege塵（量s　i豊Fig．2。
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　FDsの透過においてSTDH：Fを併用投与した前後の：FDs透過量の変化（増加）
を、Fig．5　aに示した。　FDsと同様に5－FU、　IPT－Br、　DSCGでは透過係数が増
加したのに対し、BA、　ANP、　ISDN、：LCでは透過性に有意な変化は認められな
かった（Fig．4）。　FDsから求めたparacellularの透過を表していると考えられ
る回帰直線（r2　＝0．984）とSTDHFを適用した回帰直線げ；0．976）を比較すると
STDHF処理での傾きはほとんど変わらないものの、薬物の分子量を1と仮定し
たとき得られる切片は大きくなり、これにより透過係数は大きくなった。（2）、
（4）式からわかるように、切片は透過物質と細胞間隙の広さに関連した反発を表
すb、有効面積率αおよび膜厚hに関係しているので、傾きが変わらなかった
ことも考え合わせると、STDHFの処理により、特に、間隙部の有効透過面積と
拡散距離の減少が起こったものと考えられた。
　さらにこの透過現象を明らかにするため、STDH：F投与前後の膜抵抗（Rm）
の変化を調べ、その結果をFig．5　bに示した。　STDHF処理によりFDsの透過が増加
した時、膜抵抗は急激に減少したことから、STDewはparacelMarルートを拡大したか、
または、そのルートに相当するようなporeルートを形成したものと考えられた。この結
果は仮説式からの検証結果を支持しており、透過促進ルートの検討において今回の
解析法は有用と考えられた。
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　一方、低分子薬物の透過性がほとんど変化しなかったことから、低分子薬物
の透過はparacellularルートの透過促進の影響を受けなかったと考えられた。
　Fig．6にFD－10のリンゲル液を4時間適用（a；コントロール）した後、2時
間FD－10のリンゲル液適用後に0．5％STDHF含有リンゲル液を2時間適用（b；
処理）したときの電子顕微鏡写真を示す。上皮細胞上の繊毛の脱落および上皮
細胞の萎縮が起こっていた。これは、O．5％STDHFを適用することで、鼻粘膜
にダメージを与えていることを示している。この結果はBaldwinら37）の結果と
一致した。
a ）b
Fig．6　Sca皿ing　electron血crograph　of　nasal　membrane．
　　　a）contrel　b）O．501eSTDHF　treatrnent　for　2hr
第3節　小一
　ウサギ摘出鼻粘膜を用いて薬物の分子量と薬物透過性との関係を検討した結
果、FDs（FD－4、　FD・10、　FD－40、　FD－70）、　IPT－Br（臭化イプラトロピウム）およ
びDSCG（クロモグリク酸ナトリウム）のlog　P値はlog　MWと直線的な関係
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を示した。この回帰直線はこれらの薬物が理論的にparacellularを透過する可
能性を示した。胆汁酸誘導体STDB：：Fをモデル促進剤として用いた場合、得られ
た直線は傾きが変わらずy切片のみが大きくなり（直線は上方に平行的にシフ
ト）、STDHFは主に有効透過面積を増加させたと考えられた。電気生理学的な
膜抵抗の低下結果も加味して、paracellular経路の吸収促進が増大することが
確認された。
　このことから生理活性ペプチドやタンパク性薬物の経鼻吸収の吸収性改善研
究のアプローチ法の1つとして、透過性をモデル透過物質の分子量に対しプロ
ットすることにより分子量依存回帰曲線を求め、吸収促進剤適用後の回帰曲線
の変化から促進剤の促進プロファイルを判定する手法の有用性が示された。
　また、鼻粘膜の顕微鏡観察から、モデル促進剤であるSTDH：Fで処理すると
鼻粘膜に対して著しい損傷を与えることがわかった。このように、高分子薬物
の経鼻粘膜製剤を開発するためには、高分子薬物のparacellular経路の吸収を
高め、かつ鼻粘膜に対して安全性の高い吸収促進剤を見い出す必要があると考
えられた。
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第2章　実用性の高い理想的な経鼻吸収促進剤の探索
第1節カチオン性化合物のスクリーニング38）
　第1章で示した通り、ペプチドおよびタンパク性薬物の経鼻吸収製剤の実用
化にむけて、吸収性を高め、なおかつ、安全性が高い新たな吸収促進剤を伝い
出す必要性がある。高分子量薬物の経鼻吸収性を高めるためにはpayacelimXar
ルートの透過を促進させる吸収促進剤の選定が必要であり、第1章第3節で用
いた胆汁酸誘導体のSTDHFでは透過を促進させるものの内皮細胞の損傷を引
き起こした。このように従来より多くの化学的促進剤について検討がなされて
きたが39）、鼻粘膜上皮細胞に対し影響を及ぼし刺激と損傷を引き起こすため、
実用化に至っていない。
　Illumら25）はカチオン性多糖類であるキトサンが、鼻粘膜や内皮細胞への損
傷を起こすことなく、インスリンの経鼻吸収性を改善することを報告している。
この促進効果はm腿cociliaxy　elearawaceを抑えることと鼻粘膜細胞間隙のtight
junctiOftの幽魂作用の組み合わせによると推測している。　Schipperら4e）は
Cac◎一2細胞単層を用いて共焦点イメージング法でキトサンを併用した時の
FD4の透過ルートを推定している。　FD4の透過はcell－ce11　jUi簸cti◎ftの開ロに
より、paffacellulascルートで増大することを示した。キトサンのプラス電荷は粘
膜表面のマイナス電荷と相互作用し、キトサンは高分子量ゆえに膜を透過せず
膜表面にとどまり、その結果として上皮細胞に損傷を与えなかったと推測して
いる。一方、キトサンの溶解性は生理的条件下（中性領域）では非常に悪いた
め、溶解性を改善したN－tXimethyl　chitosan　chloxidieを新規促進剤として用い
いてCaco・2細胞単層にて検討した報告がある41）。この改良キトサンはpH4．0
からpH9．0の両pHサイドとも溶解し、　Cac◎一2細胞単層を介してのFD－4透過
を著しく促進した。また、カチオン性ポリマーのプロタミンが糸球体細胞培養単
層にてアルブミンの濾過を促進42）し、さらにpoly－L－1ystweおよびpoly－L－
ascgtRifteが気道上皮細胞にてマンニトールの透過を増加43＞させた報告もある。
　一方、気管支喘息での気道過敏症患者の気道上皮細胞中に好酸球由来のカチ
オン性タンパク質血alo翠basic　p野ote燈（MBP；分子量13．8kDa）が多く存在する
gag
ことが明らかにされ44）、このMBPが気道上皮を損傷させる結果、気道応答性
が増加するものと考えられていた。しかし、Coyleら45）がMBPのカチオン的性
質を保有するモデル化合物としてpoly一：L－arginineとpoly・：L－lysineをMBPの
代替として検討した結果、気道上皮は傷害を全く受けず粘膜損傷が認められな
かったと報告している。
　これらのことはカチオン性物質がペプチド薬物の鼻粘膜吸収を組織学的レベ
ルで著しい傷害を起こすことなく高めることのできる吸収促進剤になり得る可
能性を示唆している。そこで、イオン相互作用がトリガーとなっていると考え
細胞表面のマイナス電荷に対し効果的にインタラクションできる化合物、すな
わちカチオン性化合物の中に最適な促進剤が存在すると発想した。
　そこで、粘膜透過研究において多く使用されており酵素的に非分解性である
とみなせるFD（FD4；分子量4400）を水溶性の高分子モデル透過物質として
選択して、経鼻吸収におけるカチオン性化合物のスクリーニングを行なった。
さらに鼻粘膜の安全性についても病理、組織学的見地からスクリーニングを実
施し、促進効果と安全性の両者を兼ね備えた吸収促進剤の探索を行なった。
2．1．1　カチオン性化合物の選定と促進効果の解析法
　カチオン性吸収促進剤候補物質として塩基性アミノ酸の：L－arginine（：しAr9）、
：L－1ysine（L一：Lys）、分子量の異なる3種のpoly－L－arginine（MW　8．9、45．5、92．O
kDa；poly－L・Arg（10）、（50）、（100））、陽イオン界面活性剤の塩化セチルピリジ
ニウム（CPC：L）および多糖類のキトサンを選定した。これまで検討されてきた
促進剤として界面活性剤のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、　polyoxyethylene－
9－laury1　ether（BL－9）、胆汁酸およびその誘導体塩のsodium　glycocholate（GC＞、
sodium　taurocholate　（TC）．sodium　dieoxychoiate　（DC）．　sodium　taurodyhydxe－
fusidate（STDHF）、キレート剤のethylenediamine　te鍍aacetic　acid（EDTA）、
リン脂質の1ysophosphatidylcholine（：LPC）を選定して比較評価した。
　吸収促進効果を吸収促進比としてあらわし、以下で計算した。
吸収促進比＝AUCt，ea／AUC，。Rtr。｝ （7）
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ここで、AUCt，eatとAUC。。ntr。1はそれぞれ促進剤存在下および非存在下でFD－4
をi．n．投与した後のFD4血漿中濃度一時間（o－9h）曲線下面積（Auc）である。
i．n．投与はHiraiら46）の方法に従った。
バイオアベイラビリティ恥9hおよびF。。はそれぞれAUCi．。．o．9hおよびA．UC，．。．。。
のAUCi．。．。。に対する百分率から計算により求めた。また、　AUCi．。．◎．9hはFI）一4の
i．・n．投与後の：FD－4血漿中濃度一時間（0－9h）曲線下面積を示し、　AUC，．。．。。と
AUCi．．．。。はそれぞれFD4のi．R．およびi．v．投与後のFI）一4血漿中濃度一時間（0
－oO）曲線下面積を示す。解析の詳細は第2節にて示した。
2．1．2　：FD－4の経鼻吸収に及ぼすカチオン性化合物の効果
　Fig．7にFD4鼻腔投与での各種カチオン性化合物とSDS（従来の促進剤の1
例）を併用して鼻腔内投与した際の賀D4の血漿中高度一時間曲線を示す。
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Fig．7　Plasma　coRcentration　of　FD－4　after　i．n．　administratioR　of　FD－4　with
　　　vario犠s　caもio薮ic　compou聡ds　a鍛d　SDS　iR　raもs．
　翻，control；　（a）○，2％：しArg；愈，5％L・Arg；⑳，10％：レArg；□，10％：L4ys；
　（b）　＠，　O．5e／o　chitosan；　（c）　＠，　O．50／e　CPCL；　A，　O．50／o　SDS；　（d）　O，　e．50／o　poly－
　L一　Arg　（le）；　wh，　O．50／o　poly－L－Arg　（5g）；　A，　O．50／o　poly－L－Arg　（10e）．
　Each　data　point　represents　the　meafi　±　S．E．（n＝3－6）．
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Table　2にFD－4のi．v．とi．　n．投与時のi幽晦学的パラメーターを示す。全てのカ
チオン化合物は程度は異なるもののFD－4の吸収を促進した。5％または10％
：L－Arg溶液によるFD－4の経鼻投与後の血漿中濃度は：FD4単独（コントロール）
の約2倍であり、そのレベルは9時間続いた。10％：L－Lysを適用した場合もこ
れらのプロファイルとほとんど同じであった（：Fig．7a）。ポジティブコントロー
ルの0．5％キトサンでは、FD－4のCm。xがコントロールの7倍高く、バイオアベ
イラビリティFo．ghは22．4％であった（Fig．7b、　Table　2）。キトサンでのこれら
の結果は111umら25）の報告と類似していた。彼らの報告ではインスリンの経鼻
投与において、キトサンの0．5％以上の濃度での促進強度に本質的な差はみられ
なかった。0．5％CPC：しにおいて、　FD4はすばやく吸収されCmaxは23倍高かっ
た。CPC：L処理によるFD4の血漿中濃度とその速度論的パラメータは0．5％
SDS適用時と非常によく似ていた（Fig．7c）。
Table　2Pharmacokinetic　parameters　of　FD－4　after　i．n．　administration　with　various
e薮haace罫s　i鷺灘ats
EnkaRcer C矯猟（ygtmi）　　Tma天（瓠n）　AUC｛F，　h（μg　mi臓侮1）　AUCq。（＃9曲／認）Fe．g　ha　F．b（O／e）
（e／e）
i．v．　（3．3　mg／kg）
i，登．co難tr◎蓋（33　mg／kg）
2e／o　L－arg
50／e　L－arg
10％レarg
歪0％レlys
e．50／o　pely－L－arg　（le）
e．5e／e　poly－L－arg　（5e）
O．5e／e　poly－L－arg　（ICe）
O．5e／e　CPCL
O，5％　ch三t◎s註】ユ
e．so／，　sDs
O．50／，　STDHF
O．5“／e　BL－9
0．so／，　LPC
O．5e／e　DC
o．so／，　Tc
e．se／o　Gc
C．50／，　EDTA
?????????????????????????。???????????
????????
?? ??? ??????????
??
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16349王157．5
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あむつやヨおのヨ
402．3蚕122。2・
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まユ　　ヨやま　ヨゆウ
2831．旺163．4
あわゆヨキリヨゆぜ
353班827．8
　がむ　ナ　　コが
3233．7壬563．2
ユフ　がキ　シもフ
1610旺133，8
エヨフ　サ　や　ユヨ
19349≡378。7
408，1・←183．2
316．7→・925
???????????????????
9｝??
????????????????????。??。????2
置琢g卜篇［AUCi．n．e、，ノ（AUCi．v．。、×10）l　x　10◎．
b1『。。瓢【AUCi．繊．／（AUCi．v．×10）】×10◎．
　　　　の　　　　　　　　　　　のcPlas撮a　oo登ce飢ratlo餓of　FD・4　was　extrap◎1ated　cxponentlally　unt軽9hor　i㎡i癒te　tlme（oo）and　theR　the　AUC　was　calculated．
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従来の吸収促進剤の中でSDS、　DC、：BL－9、　LPC、　STDHFはFD－4の吸収を促
進させたが、GC、　TC、　EDTAは促進させなかった。　SDSはこれらの促進剤の
中で最も高い：F。．9h値を示した。　Poly一：L一蝕gの場合、促進効果はその分子量に依
存した（Fig．7d）。　Tm。、は6◎一120分で、　CPC：しや数種の従来の促進剤よりも長
かった。FD－4の高い血漿レベルはコントロールより長時間維持され、中でも
0。5％p◎1y一：L－Arg（100）はカチオン性化合物と従来の促進剤の中で最大の促進効
果を示した。
　飛g．8に種々化合物の促進比（AUC◎．9h）を示す。促進効果のランクrt　一ダー
は0。5％po丑y一：L－Ayg（xog）≒0．5％CPC：L≒0．5％SDS＞◎．5％P◎1y一：L－Aag
（50）＞0．5％DC≒0．5％STDRF＞＆5％BL－9≒9．5％LPC＞0．5％キ
トサン≒0．5％poly－L－Arg〈90）＞1◎％：L一難g≒10％L一：Lys＞0．5％GC≒
0．5％TC≒e．5％EDTAであった。以上より、今回スクリーニングしたカチオ
ン性化合物の申で、促進効果の観点からCPC：しおよびpoly一：L－Argが高分子量
化合物の経鼻吸収の改善に対して有望と思われた。
　　　　Auc｛騎輔・駿州≠輔
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Fig．8　EnhaRcing　ratio　（AUCe．g　h）　of　FD－4　absorption　by　cationic　eompounds　and
　　　classica1・enhancers．　Each　da宅a　co1腿鵬蟹ep艶se鍛乞s磁e　mea取土S．E．（n＝3－6）．
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2ユ．3カチオン性化合物の安全性
1）　カチオン性化合物のラット赤血球溶血性への影響
　赤血球膜を生体膜モデルとして、膜の破壊すなわち溶血作用を指標として促
進剤候補物質の安全性を検討した。溶血作用はGi11ら47）の方法を採用した。吸
収促進剤の適用濃度は全て0．5％としたが、：L－ArgとL一：Lysはさらに10％濃度ま
で実施した。Fig．9に従来の種々促進剤とカチオン性化合物の処理によるラット
赤血球の溶血率を示す。
　0．5％のSDS、　DC、　STDHFは赤血球の溶血率がかなり高く、一方、0．5％の
Gc、　Tc、　EDTAではほとんど溶血がおこらなかった。　Gi11らの結果ではDc
とSTDH：Fのような胆汁酸塩で溶血性が低濃度で起こることを示していたが、
これは本試験結果と一致した。さらに、Hosoyaら21）の報告でのこれら促進剤を
適用した際の鼻粘膜表面SEM観察像から求めた上皮細胞の脱離程度のランク
オーダーとも一致していた。
　カチオン性化合物の中で0．5％CPCLは70％の溶血性を示した。：L一：Lysと：L一
　　　　撃狸§
　　診蓑st．　W㌶解
　　　Sa駈麗
　　05％レAr霧
　　黛0％レAr慧
　　鉱5％レLys
　　lo％乱一Lys
｛L5鮨po韮y一レAr窪（珊
05備　PO護y噛しのAr奮（5｛｝）
O．5％　psly－L－Arg　（1｛re｝
　　05％CPC恥
　　　e．s％　sps
　　O5暢STD魏露
　　　o．§％還）c
　　　の5％T¢
　　　05偽GC
　　O5脇EDTA
e 2g 弱　　　　　6⑪
Memolysis　（％）
go 蓋⑰⑪
Fig．9　Hemolytic　effects　of　cationic　compeunds　and　classical　enhancers　on　rat
　　　erYthrocytes．
　　Each　data　column　represents　£he　mean　±　S．E．　（n＝3－6）．
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Argは10％の濃度で適用すると、高い赤血球の溶血を示した。しかし、0．5％
：L・Argの適用では、ほとんど溶血は認められなかったことから、溶血はこれら
アミノ酸溶液が高張であったことに関係している考えられる。他方、0．5％の
poly－L－Arg（10）、（50）、（100）は、赤血球の溶血をほとんど起こさなかった。
2）膜成分の漏出に対するカチオン性化合物の影響
　Poly－L－Argの促進作用が粘膜組織損傷と関連があるか否かをさらに検討する
ため、鼻粘膜上皮組織からの膜成分の漏出量をUssing拡散セルを用いiR・vitro
系で測定した。促進剤を0．5％濃度で適用し、膜成分としてはタンパク質、リン
脂質および乳酸脱水素酵素（：LDH）を測定した。ウサギ摘出鼻粘膜からのそれ
らの漏出が2時間まで徐々に起こったため、各自成分の漏出量は2時間値の重
量（mg）と：LDH活性（U／Dにてあらわした。
　Figユ。にタンパク質、リン脂質、：LDHのウサギ摘出鼻粘膜からの漏出に対す
るカチオン性化合物および従来の促進剤の影響について示した。タンパク質と
リン脂質の漏出について、従来の促進剤の中でSDS、　DC、　BL9、　LPC、　STDHF
は漏出量が多く有意差が認められたが、EDTAとTCは有意差は認められなか
った。GCはリン脂質のみを有意に漏出した。　DC、　STDHF、　LPCの適用によ
るLDH活性もまた、コントロールより有意に高かった（：Fig．丑Oc）。タンパク質、
リン脂質、LDHのウサギ摘出鼻粘膜からの漏出のランクオーダーは従来の促進
剤の種類により異なっていた。H◎s◎yaらが報告しているように、この差異は
FD－4吸収の促進メカニズムに関係していると考えられる。
　他方、カチオン性化合物のうち、0．5％CPC：しでの漏出タンパク質量はコント
ロールより有意に高くB：L－9とSDSに類似していた。それに対し、0．5％poly一
：L－Arg（100）はリン脂質漏出が若干認められたものの0．5％poly一：L－Arg（10＞、（50）、
（100）によるタンパク質、リン脂質、：LDHの漏出はコントロールとほとんど同じ
であった。
　以上の結果より、経鼻吸収促進剤の安全性は、吸収促進剤のラット赤血球溶
血性に及ぼす影響とウサギ摘出鼻粘膜からの粘膜成分（タンパク質、リン脂質、
：LDH）の漏出性に及ぼす影響を検討することで評価できることが示された。カ
チオン性化合物の中でもとりわけ安全性の観点からpoly－L－Argは非常に有望で
あることがわかった。
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Fig．10　Leaching　effects　of　cationic　compeunds　and　classical　enhancers　on　isolated　rabbit
　　nasal　mucosa．　（a）Protein　leaching；（b）Phospholipid　leaching；（c）LDH　leaching．
　　E｝ach（置ata　colu孤漁represents　the鵬ea簸±S．E．（n＝3嬬9）。
　　ep＜0．05，勲∫＜◎．01，＊kdep・く0。001　co阻payed　with　contτ01．
2．1．4経鼻吸収促進剤としてのポリー：しアルギニンの発見
　Fig．11に吸収促進効果と溶血作用の関係を示す。　sDs、　Dc、　sTDH：Fの促進
比は6～11であったが、溶血性は80％以上であった。また、GC、　TC、　EDTA
は促進効果も溶血作用もほとんど示さなかった。カチオン性化合物のうち
CPC：LはSDSと同様に強い溶血作用を示し、溶血作用の面から吸収促進剤とし
ての使用は難しいと考えられた。10％濃度のL－Lys、：L－Axgは若干の促進効果が
あるものの強い溶血性を示した。
　L方、poly一：L・Arg（10）、（50）、（100）は顕著な赤血球の溶血はなくFD4の経鼻
吸収を極めて強く促進した。
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　　　翻，CORtYOX；○，　ClaSSiCal　e曲aRCer；㊥，　CatiO漁iC　C◎憩PO羅＆．
　翫g。12に吸収促進効果と鼻粘膜成分の漏出性の関係を示す。従来の促進剤に
おいて、タンパク質、リン脂質、LDHの漏出は：FD4の促進比またはAUCo．．9h
と良く相関しており、相関係数はそれぞれ0．783（p＜O．05）、0．827（pくG，09）、
0．794（Pく0．05）であった。
　同様な関係がラットの小腸、大腸膜においても認められている22’2a」）ことも考
慮すると、従来より検討されてきた促進剤は種差や粘膜部位に関係なく促進効
果と漏出性が良く相関すると考えられた。以上より、これら促進剤を用いた場
合、高分子量薬物の吸収を粘膜の損傷なしに高めることは難しいと思われた。
　カチオン性化合物の中で、CPCLはSDSと同様な結果を示し、　Fig．92aに示
す従来の促進剤の相関ラインの近くに位置した。この結果は、CPC：Lは安全性
の観点からこの濃度では使用することが難しいことを示している。これに対し
てpoly－L－Arg（10）、（50）、（100）の促進比は相関ラインからシフトしており、タ
ンパク質、リン脂質、LDHの漏出はFD－4の吸収促進に比べて極めて少なかっ
た。
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Figユ2　Relat纏shえps　between　leaching　a丑d　e曲a塾cing　e｛rfects．
　　　wa，　control；　O，　classical　enhancer；　＠，　cationic　compound．
　　　（a）Protein　leaching　versus　enhanciRg　ratio　（AVCo．g　h）；
　　　（b）　Phosphoiipid　leaching　versus　enhancing　ratio　（AUCes　h）；
　　　（c）：LDH　leachi筑g　veごs限s　e曲ancing　ratio（AUCo．g　h）．
　　　Regression　lines　were　calculated　using　data　from　classical　enhancers．
　　　　　　Each　da£a　point　represents　the　mean　±　S．E．　（n＝3－9）．
　　これらの結果から、鼻粘膜投与において吸収促進効果と安全性を兼ね備えた
吸収促進剤として極めて有望なpoly－L－Argを見い出した48）といえる。
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第2節ポリー：L・アルギニンによる経鼻吸収性の最適化49・5◎）
　第1節からpoly一：L一二gは高分子量モデル薬物の経鼻吸収性を粘膜の損傷を起
こすことなく著しく高めることができることを暗い出した。本節ではpoly－L－
Argの吸収性と安全性に及ぼす様々な因子の影響をさらに詳細に検討した。
　データ解析は第2章第1節と同様に以下の通り実施した。i．v．投与（0．3、2．◎、
3．3mg／kg）としR．（33　mg／kg）投与後のFD4の血漿中濃度は無限大時間（○○）
まで外挿して求め、また、FD－4単独（コントロール）の諭．投与による賀D4
の血漿中濃度は9hと無限大時間（○○）までの2種類を求めた。　FD－4の消失キ
ネティクスはXv．投与の3投与量とも2一コンパートメントモデルにフィットし
た。Figユ3にFD－4の投与量とi．v適用後の血漿中濃度の時間（0一〇〇）曲線下面
積（AUCi．。．。。）間の関係を示した。　AUCi．。．。。は投与量に比例し、これらの3投与
量では消失キネティクスは線形であり、また薬動学的パラメータもほとんど同
一であった。33mg／kgでのi．v．投与のAU軌。。。はAUCi．。．。。と投与量問の直線関
係から外挿によって計算した。この直線関係から計算されたラット（250g）で
のi．v　33　mg∠Rg投与後のAUCi．。．。。は4600μ琶・鵬i副鵬1であった。
???????????（????????????
?
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Fig．13　RelatioRship　betweeR　the　administration　dose　and　AUCi．．．．　after
　　　intravenous　administratien　of　FD－4．
　　　Administra£ioR　doses　vvere　O．3，　2．g　and　3．3　mg／kg　iR　rats．
　　　The　AUCi．．．．　was　proportional　to　the　dose　administered　（r2＝O．979）．
　　　Each　data　point　represents　the　meaR±S．E．　（n　＝3－5）．
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　そこで、O－9hでのバイオアベイラビリティFo．9hと0一〇〇でのバイオアベイラ
ビリティ：F。。は次式で計算した。
　　　　　　　　　　　　　AUC　i．n，e－gh
　　　　　　Fe．gh（O／e）＝一”V　V　X　XOO　（8）
　　　　　　　　　　　　4600（nc　g・minlmb
　　　　　　　　　　　　　AUC　i．n．oo
　　　　　　FQ。（％）　　謹二　　　　　　　　　　　　　　　　　×100　　　　　　　　　　　　　　（9）
　　　　　　　　　　　　4600（”g・min／ml）
ここで、AUCi．。．e．9hは澄D－4のi．n．投与でのFD4血漿中濃度一時間（0－9h）曲
線下面積であり、AUCi．。．。。はi．・n．投与での：FD4血漿中濃度一時間（o一〇Q）曲
線下面積を示す。
　FD4のi．v．　19，，y，与での吸収プロファイルはi．n．とi．v．データからデコン：ボルー
ション法にて計算し、k．v．データから得られた消失パラメータはk、2、　k2、、　k。1、
Vdss、　Cしがそれぞれ0．154　miガ、0．0621　min’i、0．136　miガ、45．3　myrat、・
i．77m1／minであった。最大吸収速度（MAR）は吸収プロファイルの傾きの
最大値から求めた。
　適用濃度でのpoly一：L－Argの全プラス電荷密度（電荷数／m1）とpoly一：L－Arg
の1分子当りのプラス電荷密度（電荷数／molecule）は以下の式から求めた。
全電荷密度（数／m1）＝
Poly一：L－Arg濃度
　　　　　　　　×　6．02　×　xo23
L－Arg分子量
（10）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　poly一：L－Argの分子量
モル当りの電荷密度（数／molecule）＝・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：L－Arg分子量
（11）
ここで、poly－L－Argの：L－Argモノマーの分子量は15・6．2（：L－Arg残基相当）
であり、L－Argモノマーユニットにはプラス電荷1つを持つと仮定した。また、
poly－L－Argのモル濃度は平均分子量を用いて計算した。
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2．2．1FD4の吸収に及ぼすポリーL一アルギニンの濃度と分子量の影響49）
　Fig．14にpoly一：L・Argの分子量および適用濃度を変えてi．・n．併用投与した際の
翼D4の血漿中濃度一時間曲線を示し、　Table　3に得られた薬物動態学的パラメ
ータを示す。
　Poly－L－Argは、0．25％P◎1y一：L－Arg（10）と◎．1％poly一：L一趣9（50）を除き、適用し
た全ての濃度でFD4の吸収を促進したが、促進強度は異なっていた。：FD－4の
AlgJCi．n．e－9hとCmaxはp◎ly一：L－A礪濃度の増加と共に大きくなった。鼻粘膜での吸
収促進比はpoly－L－Angの分子量に依存し、脚丑y－L蝕g（50）とp◎ly－L－Arg（100）
ではpoly一：L－Arg（10）よりも効果的であった。
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Table　3
Pharmacokinetic　parameters　of　FD－4　after　i．n．　administratiolt　to　rats
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　Fig．15にFD4の：Fo．9hに対する種々poly一：L一一g濃度（全正電荷密度）、モル
濃度、poly一：L－Arg分子量（1分子当りの正電荷密度）とのそれぞれの関係を示
す。：町9hは濃度およびpoly一：L－Arg全判電荷密度の増加と共に増大した（Fig．14a）。
Poly一：しArg（10）を5％濃度でFD4に併用投与したとき、：Fo．ghは53．7％であり、
この値はpoly一：L－hrg（10）の20／、　Ue度の値に相当していた（Table　3）。　Poly－L・
Arg（50）とpoly一：L－Arg（100）においても、同様な濃度および全正電荷密度依存性
がみられた。異なる分子量のpoiy－L－Argから得られたAUCi．。．o．9h間には有意差が
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あり（変動two－way解析、　P＜0．0001）。poly－L一蝕9（100）のFo．9hは同一濃度で
のpoly一：L－Arg（50）の値より高かった。高分子量のpoly－L－Aygはpoly一：L－Arg（10）
に比べ低いモル濃度でFD－4の吸収を充分に促進した（Fig．95b）。また、恥9hは適
用されたそれぞれの濃度でのpoly一：L一蝕gの分子量（1分野当りの正電荷密度）
の増加により増大した（Fig．　asc）。
　これらの結果より、p◎ly一：L一蝕gの適用濃度は、　FD－4の吸収の促進率を決定す
る重要な因子の一つであることがわかった。また．みかけ上、全正電荷密度に
も依存したが第1節の結果でL－Aergモノマーの適用では2％の濃度まで促進効
果が認められなかったことから、全正電荷密度は最重要因子ではないと考えら
れる。また、poly－LA曙1分子当りの促進強度は、分子量が大きいほど増加す
ると思われた。
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Fig．15　Relationships　between　the　Fe．gh　of　FI）一4　and　the　concentratioR　（total　positive
　　　　charge）of　poly－L－Arg，　m◎1ar　co践ce礁乞聡ti膿，　afi感艶◎lecular　weighも（charge
　　　　density　per　rao1ecule）．
　　＆）　co簸ce簸捷ati◎鍛　（to亀al　charge　（量e餓siもy）vers環s　Fosh：幽，　poly－L－A八丈　（1◎）；
　　O，poly－L－Arg　（5e）；　wh，　poly－L－Arg　（lgg）；　b）　mo｝asc　concentratioR　vexsu＄　Fe．gh：
　　翻，poly－L・蝕gα0）；○，　poly－L－Arg（50）；農，　poly・L－A　rg（100）；
　　c）molecular　weight（carge＆ens靭Peτ撮◎王ecule）versus　Fo　gh：臨0・25％（w／v）；
　　O，　e．5e／e（w／v）；　wh，　1．eO／g　（w／v）；［］，　2．0“／e　（w／v）
　　Each　data　column　represents　the　meaR　value　（n＝3－6）．
28
　　Fig．16にFD－4の最大吸収速度（MAR）に対するpoly－L－Argの適用濃度（全
通電荷密度）、モル濃度、分子量（モル当り正電荷密度）それぞれの関係を示す6
Poly一：L－A　rg（10）でのFD4のMARは適用二度に強く依存した。一方、　poly－L－
Arg（50）とpoly一：L－Arg（IOO）ではFD4のMARはほとんど同じ傾向を示し、
poly・・：L－Arg（10）に比べ低い濃度でプラトーに達した。MARにおいてpoly一：L－
Arg（50）とPoly一：L－Ax9（100）の問に有意差は無かった（Student’s　t－test　p＞0．05）。
　　一方、分子量とMARの関係において、0．25％の濃度では、　MARは分子量に
依存した。0．5％濃度以上では、poXy一：L－Axg（10）とpoly－L一蝕g（50）間では分子量
に依存的であったが、poly一：L－Arg（50）と（100）間では差が認められなかった。
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Fig．16　Relationships　between　the　raaximum　absorption　rate　（MAR）　of　FD－4　and
　　　　coRcentration　（total　positive　charge）　of　poly－L－Arg，　molar　concentration，　and
　　　　molecular　weight　（charge　density　per　molecule）．
　a）　concentra£ion　（total　charge　density）　versus　ma：　tw，　poly－L－Arg　（10）；
　　　O，　poly－L－Arg（50）；　＆，　pely－L－Arg　（leO）；
　b）molar　concentration　versus　MAR：魎，　poly一：しArg（10）；○，　poly・：しArg（50）；
　　　＆，　poly－L－Arg　（10e）；
　c）molecular　weight（charge　density　per湿01ec職1e）versus　MA．R：幽，0．25．％（w／v）；
　　　O，　O．50／o　（w／v）；　sk，　1．00／o　（w／v）；　U，　2．Oo／o　（w／v）
The　maximum　absorption　rate　after　i．n．　adminisitration　of　FD－4　was　calculated　by
means　of　a　deconvolution　method　using　i．n　and　i．　v．　data，　and　pharmacokinetic
parameters．　Each　data　columR　represents　the　mean　value（n＝3－6）．
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　Figユ7にデコンボルーション法で計算したi．R．投与後のFD－4の典型的な吸収
プロファイルを示した。FD－4はコントロール溶液（FD4単独）ではゼロ次で吸
収された（Fig．17a）。しかし、3種の分子量のp◎1y－L－Aewgを1．◎％濃度で併用投
与したとき、いずれもFD4はla麟i醗eの後、増加した。　MARはほとんどのケ
ースで1ag　time直後に認められていることから、　MARは促進強度の指標にな
ると考えられた。また、：FD4吸収の促進効果（MA：Rの大きさと到達した吸収
量）はpoly・：L－Ascgの分子量に依存した。　FD－4のpo夏y－L一悪g（100）の併用投与で
の吸収速度は実験期間内にコントロールレベルまで戻らなかった。一方、p◎ky－
L－Arg（50）の適用濃度を変えた場合、0．X％を除きFD4の吸収は増加し（F嶋17b）、
◎．25％以上の濃度でのp◎1y－L－Ang（sg）の効果は適用濃度に依存して、長時間持続
したが、この時MARはほとんど同一であった。すなわち、促進強度は適用濃度
によらず、ほぼ一定であった。同様な傾向がpoly－L一蝕g（kOO）でも認められた。
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　以上の結果を総合するとpoly一：L－Argの分子量および1分子当りの電荷密度は、
促進強度と促進効果のタイムフレームの両方に強く影響を及ぼし、適用濃度は、
主に促進効果のタイムフレームに影響していると考えられた。
2．2．2　種々分子量の：FDsの経鼻吸収に対するポリーL一アルギニンの効果50）
　前節で検討したFD－4に加えさらに分子量の大きなFDsの単独投与での経鼻
吸収性の検討を行った。先ず、i．v：投与での体内動態をラット単回静脈投与にて
検討した。血漿中FD－XOおよびFID－40はいずれも投与初期には速やかに消失し，
その後緩やかに消失する二相性の消失パターンを示したが，FD－70では1次消
失に近かった。これらFDの体内動態は線形2一コンパートメントモデルで良好
にあらわされた．非線形最小二乗法（MUUTI、　Damping　Gauss－Newton法）に
よりFD40、　FD－40、　FD－70およびFD－150の薬動学的パラメータを求めた。
　いずれの：FDの消失相の消失速度定数（β）、全身クリアランス（C1，。t）もそ
れぞれの分子量でのFD投与量（0．2～2．5　mg／搬Dに依存せずほぼ一定であり、
分布容積も投与量によって大きな変動がみられなかった。また、投与量と
AUCg－9hとの関係は：FDs何れも今回試験した投与量範囲内で比例関係が認めら
れ、この濃度範囲において線形性が成立すると考えられた。
また，AUCo．9hは各分子量のFDの同一投与量で比べると，分子量の増加に伴な
って大きくなっていることから、分子量が増加するほど消失が遅くなることが
認められた。
　Fig．　x8にラットでのpoly－L－Ayg（50）を1．o％濃度でi．n併用投与した際の分子
量の異なるFD血漿中濃度一時間曲線を示す。　poly－L－A」rg（100）を1．0％濃度で適
用した場合も推移曲線は：Fig．18とほとんど同一のパターンを示した。　Table　4
にFD4での前章のデータを含む全実験で得られた：FDの薬物速度論的パラメー
タを示す。
　どの分子量の：FDにおいてもCm。。、　AUCは，　poly一：L－Aτgの併用でコントロー
ルに比べ，著しく増加した。しかし，FDの分子量が増加するとCm。。、　AUCは
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小さくなり，それは分子量依存的であった。：FD－150の血漿中濃度は単独投与で
は検出されなかったが、ge　01y一：L一点gの併用投与で驚くほど高く認められた。全
てのFDsの吸収率に関してコントロール（FD単独）とpoiy－L－Axg処理のAUCt。．
には有意差が認められた。また、AUCi．。．o．9hはAUCi．。．。。と比べると、コントロー
ルでは差が認められたが、poly一：L一盈gにより吸収促進されるとほぼ近い値に近
づく傾向が認められた。
　高分子量のFDsにおいて、Tm。、はpoly一：L－Aygの併用でコントロールに比べ遅
延した。Fig．i8からも併用時に吸収のlag　timeが認められるため更に詳細に
32
Table　4　Pharmacokinetic　parameters　of　FITC－dextrans　of　different　molecular　weight
　　　　　　after　i．n．　co－administration　with　poly－L－Arg　to　rats
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検討した。FDの単回静脈内投与実験で得られた速度論的パラメータと：FD鼻腔
内投与後の血中濃度プロファイルからデコンボルーション法によりFDの吸収
プロファイルを算出した。その結果をFig．19に示す。
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いずれのFDのコントロールにおいても投与直後からほぼ直線的に増加し、1ag
timeはほとんど認められなかった。一方、　p◎ly一：L一蝕gを併用すると累積吸収量
はどの分子量のFDにおいても増加したが、亙ag　t磁eが観察された。これは、
FD投与初期に吸収速度が経時的に増加していることを示している。どの場合も
前節のFD・4の時と同様に時間の経過とともに吸収速度は減少し、　p◎ky一：L－Ang
の促進効果には時間依存性が認められた。
　Tm。、はFD－10のとき、　poly－L－Aygと併用してもコントロールと変わらず、
FD40およびFD－70ではコントロールよりも延長したため、このTmaxの延長
を考察した。どのFDの場合においても個々の全身クリアランス（CL、。、）は変
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わらなかったので、poly・L－Arg併用によるTm。、の延長は吸収速度定数k、が小
さくなったことを意味することになる。FDの細胞間隙路の透過が：Fickの法則
に従うとすると、k、を支配する重要なパラメータは、拡散係数D、分配係数：K
および二二：しである。このうち：Kと：Lは，poly一：L－Aygで処理したとしても
鼻粘膜のviabilityが維持されているので変化しないと仮定できるため、k、が小
さくなったのは拡散係数Dが減少したと考えられる。この推論は，poiy一：L－Arg
による吸収促進効果が，細胞間隙路の拡大によることと矛盾する。：Fig．19の結
果を考え合わせると、このk、の低下はFDの鼻粘膜からの吸収が、特に吸収初
期において非線形のために生じる1ag　timeに起因していると考えられた。一方、
1ag　time後のk。の増大は細胞間回路の拡大によりFDがこの経路を通過すると
きの反発係数やふるい係数が減少し、結果としてFDの拡散係数Dはみかけ上
増加して：k、が大きくなると推察される。
　また、コントロールで吸収されなかったFD・150だけが異なる吸収パターン
を示した。デコンボルーション法により求められたbg　time以後の立ち上がり
は吸収速度が遅いものの、ほぼ直線的に増加する傾向が認められた（Fig．　ig）。
その結果は、高分子透過物質の分子量：が100kDa程度を境にpoly一：L－Argの促進
メカニズムが異なる可能性を示している。
　F婚20にFDの分子量の対数に対するpoly－L・Aygを併用投与したときのF。。
の対数との関係を示す。F。。はFD単独での値に比べp◎ly－L一三琶併用投与で増加
したが、F。。はFD分子量の増加により指数関数的に減少した。　O．5％、　LO％濃度
のp◎1y一：L－Arg（50）、1．0％濃度のpoly一：L－Ang（100）から得られたF。。間には有意差
はなく、それらの関係は類似していた。これらの結果は、PGly－L一盆gは高分子
物質の経鼻吸収、バイオアベイラビリティを増大させ、その効果は高分子物質
の分子量に関係しており、種々分子量の高分子量物質の経鼻吸収を促進するこ
とを示している。
　Fig．20のプロットは吸収促進剤を適用した回帰曲線の傾斜がコントロールの
傾斜とほとんど変わらず、曲線が全体に上方ヘシフトした結果を示しているが、
この結果は第1章Fig．4のin　vitro試験結果と類似していた。第1章で述べた
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Fig．20　Relationships　betweeft　£he　F．　aftrk　the　molecular　weight　of　FITC－dexterans．
　　　　tw：　coRtrol（FITC－dextraR　aloRe）；　O：　with　poly－L－Arg
　The艶waS丑O　Sig聡遣CaRt　differeitCe　betWeeZa　the　F。。S　Ob乞ai簸e＆fb駕0．5　a磁1．0％
　poly－L－Arg（50），and　1．ee／opo｝y－L－Arg（1ee），respectively（oRe－way　ANOVA，P＞e．g5）
　　　　Each（lata◎1題搬漉represents　the澱ea鍛value（鍛＝＝3鴨4）．
吸収促進剤がparacelM鍵ルートを開口して吸収促進する仮説と一致し、本研
究で採用した高分子薬物の経鼻吸収性の改善研究に対するアプローチ法の一つ
として有用であったことが示された。今後、さらに回帰式の検証を含めた高分
子側の詳細検討から吸収メカニズムに迫れる可能性が示された。
　さらに、Fig．20は透過物質のバイオアベイラビリティをどこまで高める必要
があるかを判断するのに実用面で有用である。例えば、促進剤を併用しないと
き、10kDaの高分子薬物はバイオアベイラビリティが約3％程度である。この
値は、企業化の判断においては低い数字であり、製剤開発を行なうには微妙で
ある。一方、poly一：L－Argを併用するとこの数字は約20％に増加し、これは極め
て魅力的な数字となる。
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Fig．21　RelatioRships　be£ween　the　F．　of　FD－40　and　the　concentration　of　poly－
　　　L－Args　of　different　molecu｝ar　weight．
　　　Each　data　column　represents　the　mean　value　（n＝3－4）．
　：Fig．21にFD－40のF。。とpoly－L－Arg適用濃度問の関係を示す。：FD－40のF。。
はpoly－L－Arg濃度の増加により増大し、適用濃度が0．5％以上ではどちらもプ
ラトーになった。：FD－40のF。。の計算に用いたAUCi．。．はpoly一：L－Arg（50）とpoly－
L－Arg（100）との問で有意差は無かった。
　Poly一：L－Arg（50）とpoly一：L－Arg（100）でi．n．併用投与した：FD・40のF。。は適用し
たpoly－L－Arg濃度に依存して増加し、0．5％濃度でプラトーになった（Fig．21）。
前節Fig．15aの結果からはFD4に対して2．5％以上でプラトーに達すると思わ
れるが、高分子量のFDに対してはpoly一：L－Argの促進効果は濃度が約1％前後
で最大になることを示している。また、poly一：L－Arg（50）とpoly一：L－Arg（100）にて得
られたFD－10、　FD－70、　FD－150のF。。はほとんど同一であった（Table　4）。：F。。と
：FDの分子量の間の同様な関係がpoly一：LArg（50）とpoly一：L－Arg（100）の0．5％以上
の濃度での併用投与で観察された（Fig．20）。
37
2．2．3細胞損傷に対するポリーL一アルギニン分子量の影響
　Fig．22に鼻中隔を2％poly－L－Arg（10）、1％poly－L－Arg（50）、2％poly・1、一Arg（100）
に9時間暴露した後の顕微鏡観察での断面写真を示す。それぞれのpoly－L－Arg
の鼻上皮細胞への影響は未処理面と比べてもほとんど認められず、繊毛損傷が
若干観られた程度であり（Fig．22b）、上皮細胞での細胞損失や形態変化は観察
されなかった。繊毛の損失が若干観察されたが、繊毛は細胞表面にいまだ残っ
ていた。また、poly・L－Argの処理と未処理のいずれの組織においても核が正常
に認められた。細胞損傷の程度にpoly－L－Arg分子量の影響はみられず、また、
poly－L－Argの適用濃度を変えた場合においてもこれらの組織学的変化は極めて
類似しており、poly－L－Argの安全性が再確認された。
）a
treatment
b）
）C
一　　一　control　treatmenttreatment
Fig．22　Microphotographs　of　cross－sections　of　the　nasal　septum　9h　after　exposure
　　　to　poly－L－Args　of　different　molecular　weight．
　　a｝2％poly－L－Arg（10）；b）1％poly－1」一Arg（50｝；c）2％poly一レArg（100）
　　The　nasal　mucosal　membrane　on　the　left－hand－side　in　Fig．21b　was　a　control
　　（110poly一レArg　treatmenmt）、
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第3節　ポリーL一アルギニンの経鼻吸収促進メカニズムの考察
　経粘膜吸収に関して、高い吸収性を与える化合物は高い粘膜損傷性を与え、
逆に粘膜損傷が大きい化合物は粘膜吸収性が高いと報告されている。本研究に
おいても従来から検討されてきた吸収促進剤につき、粘膜吸収性と粘膜損傷性
に高い相関があることを実験にて証明した。第1章ではモデル高分子薬物FD
の鼻粘膜吸収透過ルートがparacellularルートであるとの仮説を立て、　Ussing
型チャンバーを用いたin　vitro試験にて検証した。カチオン性化合物、特に、
poly一：L－Argの経鼻吸収はこのparacellularルートの透過を著しく促進すること
に対するメカニズムの考察がポイントとなり、さらに、安全性面でも説明がつ
かなければならない。従来の吸収促進剤とpoly一：L－Argとの差やpoly一：L－Arg分
子量やモデル高分子化合物である：FD分子量の影響を比較して考察する。
　第一には吸収促進剤の保有する電気的性質が重要因子の1つと考えられる。
Singhら51）はカチオン性化合物が鼻粘膜内皮細胞のマイナス電荷に相互作用し、
txansce11Ularルートおよび／またはparacellularルートを介しての透過を増強
すると報告している。しかしながら、本研究でのし－Argとpoly一：L－Arg間の透過
促進効果の大きな差異は静電的性質だけでは説明できない。すなわち、高分子
物質の経鼻吸収の促進効果はカチオン性モノマーではなく、カチオン性ポリマ
ーに由来することを意味していた。また、FD4のFo．9hはpoly一：L－Arg　1分子当
りの電荷密度（分子量）の増加により増大し、より高分子量のpely－L－Argはよ
り低濃度でFD4の吸収を促進した。それゆえ、　poly一：L－Arg　1分子当りの電荷密
度（poly一：L－Arcg1分子当りの正電荷数）は最も重要な決定因子の1つである。ま
た、低分子量のカチオン性界面活性剤CPC：Lは：FD4を非常に大きく鼻粘膜か
らの吸収を促進させるにもかかわらず、溶血性、細胞膜成分の漏出面で悪影響
を与えたことも考慮が必要である。ポリカチオンであるpoly一：LArgは内皮細胞
表面のマイナス電荷とイオン性インタラクションを起こすことが考えられ52”55）、
吸収促進効果がマイナス電荷をもつヘパリンとの併用投与で消失する報告4e，53）
から考えて、このイオン性インタラクションが生体膜を介しての高分子物質の
輸送促進の引き金と考えられた。その後の上皮細胞への作用メカニズムは低分
子カチオン性化合物と異なると考えられる。
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　第二には、poly一：L－ArgによるFD－4のTm。、が従来の促進剤のそれに比べ遅れ
たことがあげられる。また、血漿中濃度（Fig．7）からデコンボルーション法に
より求めたFD－4の吸収プロファイルにおいてSDS、　CPC：Lは1ag　timeを認め
ず、一方、poly・一：L－ArgはFig．　i7に示すような1ag　t蜘eを認めた。キトサンは
poly一：L－Argと同パターンでぬg旗neを示し、L－Auegモノマーにおいてはぬg　ti醗e
は無く、直線的な吸収プロファイルを示した。前述のとおり、高分子量のFDs
においても同様な結果を示した。すなわち、poly・L一蝕gによる細胞応答は従来
の促進剤と異なっていることがわかった。脚ly一：L－Ancgによる促進効果はその分
子量に依存して高まったことから、高分子量のpoly一：L一蝕gは鼻粘膜上皮細胞で
のレセプター、イオンチャネル、グリコプロテイン等に対し高いアフィニティ
を持っていると考えられた。
　第三には、FDの吸収促進に対するpoly－th－Argの効果がFD－4とFD40に対
して異なる点があげられる。その1つは、FD4の吸収に対するpoly・・L－hrg（1⑪）、
（50）、（100）の促進効果についてp◎1y－L一趣g濃度依存性が認められたが、　FD－40
の吸収に対してp◎1y－L一蝕g（50＞とp◎1y－L－Ang（100）の促進効果について有意差が
観察されなかった点である。もし。p◎1y－LArgが主にce19－cell　j磁。雛◎簸、特に
キトサンで観察されたもigh蛎憾cti◎nを一時的に広げる40）とすれば、高分子物
質のp躍ace11磁躍ルートの輸送が促進される。　Paraceliugarルート輸送が
p◎1y－L－A曙により増加したにしてもpayace11“Xay空間溶媒中の薬物拡散は分子
容積（分子量）に依存して減少する。さらに、その際の高分子物質の拡散は反
発係数によっても影響を受ける。この反発係数、すなわち、ふるい効果は分子量
が増加すると大きくなると考えられるので、より分子量の高い高分子物質の細
胞間隙輸送が大きく低下することになる。すなわち、FD4の場合、　poly一：L－
Ang（50）およびpoly一：L－Arg（1◎0）のいずれにおいても、FD4の分子容よりもかな
り大きくce11－ce11　」“Rctionを拡げたため、　poly一：L－A曙の分子量に依存した促進
効果が認められたと考えれる。一方、FD－40の場合、その分子容が拡がった
junctionスペースよりもかなり小さいとはいえず、　poly一：L－Argによるjlxnction
の開ロによる促進効果に対してFD40とjunctionスペースとの反発効果がマイ
ナスに働いたために、poly－L－Argの分子量の違いによる効果の差がみかけ上、
認められなかったと考えられる。
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　2つ目は、バイオアベイラビリティ：F。。に対するpoly一：L－Arg濃度の影響をFD
の分子量の違いで比較すると、バイオアベイラビリティF。。の値がFD－4とFD－
40で50～100倍の差があるものの、F。。の値が一定になる到達濃度に違いが認
められ、それぞれ2．0％以上と0．5％程度であった点である。Poly一：L－Arg処理で
tight　junctionが同様に拡張し、その後同じ時間で閉じると仮定すれば、：FD4
が早く透過すると考えられるためプラトー到達濃度は：FD－4が低いと予測され
るが、結果は逆であった。このことはpoly－L－Ascgの分子量、濃度によりtight
junctionの閉じる速度が異なることや透過物質とtight　junction間の相対的な
大きさ一空間的広がりに関係としていると考えられた。
　第四には、高分子量の：FD－150血漿中濃度が単独投与において検出されなか
ったにもかかわらず、poly一：L－Argの併用投与において驚くほど高く認められた
ことを考える必要がある。可能性のある1つの理由としては、poly一：L－Argは
FD－150の経鼻吸収を単純拡散だけでなく、エンドサイトーシスにより増加させ
ることも考えられた。
　以上の考察および共同研究者であるOhtakeら56）が行なったパルスーチェイス
法によるpoly一：L－Argの促進効果の作用持続性および可逆性に関する検討を加味
して吸収促進メカニズムを総合的に考察すると以下の様に考えられる。
　すなわち、poly－L－Argのカチオン性電荷は鼻粘膜内皮細胞の表面のマイナス
電荷とイオン性インタラクションして、何らかのメカニズムが働きtight
junctionを開ロさせ、しかもその後、　tight　junctionが閉じると考えられる。
Poly一：L－Argの分子量と濃度は開口の程度と開口時間（閉じるまでの時間）を制
御すると考えられる。また、poly一：L－Argの安全性に対する仮説として、高分子
量であるがゆえにそのままでは直接上皮細胞中に入らないことで細胞損傷性を
示さず、仮にpoly一：L－Argが酵素により分解されたにしても生成した：L－Argモノ
マーやオリゴマーが低濃度で存在することになるために細胞傷害をほとんど生
じないと推定した。以上の仮説を立てることで矛盾すると思われたほとんどの
現象が説明できる。
　このように、静電的性質、分子サイズ、高次構造はその他の物理的性質とと
もに吸収メカニズムを考えるベースとなり、鼻粘膜損傷のない理想的な吸収促
進効果を得るためにも、吸収メカニズムの露なる解明が必要である。そのため
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にはポリカチオンであるpoly一：L－Argの分子量分布や組成の不均一性の考慮も必
要であり、特に、poly－L－Aygのキャラクタリゼーションや投与med沁m中での
高次構造などをさらに詳細に検討することがメカニズムの推定を確かにするた
めにも重要だと考えられる。
　更には、細胞分子レベルでの電ight　l撒ct縫の開閉メカニズムの検討が必要と
思われる。特に、tight　junction構成タンパクであるoccl磁i簸やCla戯i簸だけで
なく、ZO－1、　ZO－2、　ZO－3、　ci簸g磁聡、　symp豆ekinなどの膜裏打ちタンパク質を
含めた総合的な検討が必要だと考えれる。
第4節　小括
　カチオン性化合物のスクリーニングの結果、従来の吸収促進剤は鼻粘膜吸収
性が高いと膜損傷を強く引き起こすことが相関関係にて再確認された。一方、
p◎1y－L－Argはラット赤血球溶血性とウサギ鼻粘膜成分の漏出作用を示さず、
FD4吸収のバイオアベイラビリティを著しく向上させることを示した。この極
めて有用な効果は、従来の種々促進剤では得られていなかった。Poly－LAygは
ペプチドおよびタンパク性薬物の経鼻吸収において、促進活性と安全性のバラ
ンスの優れた実用化が極めて高い化合物だと強調できる。
　Poly－L庶民gによる経鼻吸収性の最適化の検討において、　p◎1y－L一議g（50）と
p◎1y一：L－Ayg（100）は平均分子量で43から967　kDAの範囲でFDの経鼻吸収をin
vivoラットモデルで促進した。FDの経鼻吸収の改善効果すなわちバイオアベイ
ラビリティの向上が著しかった。バイオアベイラビリティF。。とFDの分子量の
相関からペプチドおよびタンパク性薬物の経鼻吸収実用化の可能性が示唆され
た。
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第3章ペプチド医薬品の薬動学1薬力学評価による投与設計57）
　高分子医薬品の経鼻吸収製剤の実用化を目標に、前章までは経鼻吸収性を改
善する手法を検討して、有効性と安全性を兼ね備えた吸収促進剤のスクリーニ
ングとその適用条件の設定を行った。一方、実用化にむけては経鼻吸収性を最
適化した高分子医薬品が薬理効果を有用なレベルで発現するか否かが重要であ
り、そのため、薬力学を取り入れた製剤設計の組み立てが必要となる。
　しかしながら、ペプチドおよびタンパク性薬物の生理学的、薬理学的作用は
標的臓器レセプターとの複雑なフィードバック相互作用を含んでいるために、
それらの薬力学的（PD＞パラメータは薬物動態学的（：P：K）パラメータと簡単に
関係付けられなかった58）。いまだに、ペプチドおよびタンパク性薬物について
経鼻投与製剤として実用化できるレベルでの製剤開発は難しいが、それは鼻粘
膜を介しての透過性や吸収速度のみならず薬物の個々の生理学的、薬理学的作
用に関する基礎的な情報が得られていないことも原因の1つと考えられる。
　そこで、薬理作用を評価するために、モデルペプチド薬物としてα一hANP（α
一human　atria1　natsciuretic　peptidie、　MW　3，080）59）を選択した。α一hAN：Pは28
個のアミノ酸からなり60）、臨床的に様々な疾患、例えば、高血圧61，62）、うっ血
性心疾患63＞、腹水症や他の浮腫性疾患に使用されている。薬理作用の特徴とし
て、血管拡張作用とナトリウム利尿作用に基づく強い血圧低下作用6◎）を持って
いる。薬理作用の指標としてその利尿作用を検討した。また、α一hANPの経鼻
からの投与システムの実用化は非常に意義があると考えられる。
　本章ではα一hANPのラットでのi．v．投与でのPKモデルの構築およびP：K－PD
モデルの構築とこれらからの利尿作用のシミュレーションを検討し、P：K－PDモ
デルによる経鼻吸収製剤の投与設計の最適化をはかる方法を示した。
第1節経鼻投与での吸収速度と薬理作用の解析
　α一hANPの血漿中濃度と利尿効果のタイムコースを投与実験により求め、そ
れらに対応するP：Kモデルと：P：K－PDモデルを適切に構築したうえで、同時に微
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分方程式を組み立てて評価した。血漿中濃度一時間、利尿効果一時間データは
非線形最小二乗法を用いた理論式にフィットした（アルゴリズム；Damping
Gauss－NewtOR法）。計算にはRunge－Kutta　一GM法を用いた。また、デコンボ
ルーション式を適用した、i．v．ボーラス投与とi．　R．投与後の吸収速度定数（k。）
はP：Kデータ（血漿中濃度一時間データ）とPDデータ（利尿効果一時間データ）
から、次式にて求めた。
　　　　　　c加一聯汐ら（t一のdθ　（i2）
　　　　　　蝋銑瓶（卜θ）aθ　（・3）
ここで、C、　E、　Dはそれぞれ血漿中濃度、利尿効果、α一hANPのi．v．とi．n．投
与量である。この計算では、非線形プロセスは低投与量では寄与が小さいとし
て無視した。
3．1．9　Ct　一hANPのi．v．投与でのPK：モデルの構築
　α一hANPの体内動態を把握するためにラットにおけるα一hANP静脈内投与
実験を行いコンパートメントモデルを構築して解析した。
　血漿中α一hANPの消失経路は3種類に大別される64）。1つはクリアランスレ
セプターによる細胞内取り込み機構、2つめは薬効レセプターによる消失である。
3つめは血中に存在するタンパク分解酵素（ke　Utra豆endi◎pept減ase；NEP）によ
る加水分解である。前者2つは正常時の内因性の心房性ナトリウム利尿ペプチ
ド（ANP）の消失の大部分に関与し、外因的にα一hANPが投与されると数μg／kg
投与で飽和すると報告されている65）。一方、NEPは血中に多く存在し活性も高
く、レセプター飽和後の主要な消失経路になっていると考えられる。これらの
特徴を考慮してFig．23に示すコンパートメントモデルを構築した。
　これは2一コンパートメントモデルを基本とし、体循環コンパートメントから
の薬物消失には亙次消失過程とMichaelis－Menten型消失過程の2種類が存在
するものとした。1次消失過程を酵素消失（速度定数、k，。）、　Michaelis－Menten
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Fig．　23　Pharmacokinetic　medel　of　or－hANP　after　intraveRous　injection　in　rats．
　　　ki2，k2i　axxd　kio　are　first　order　rate　constant，　and　K．，　is　zero　order　rate　constant．
型消失をレセプターからの消失（Vm。．とKm）とみなし、内因性ラットANP
（rAN：P）の分泌（速度定数、：K。，）は0次と仮定した。　Vm。、は薬物消失の最大速度、
KmはVm。、の半分の速度での血漿中濃度を表すミカエリス定数である。この解析
結果としての計算曲線と実測値をプロットしたものをFig．24に、得られたP：K
パラメータをTable　5に示した。　Fig．24に示すとおり、どの投与量においても
フィッティング線は実験データと極めて一致しており、α一hANPの血漿中濃度
推移はこのモデルで表現できることがわかった。
　α一hAN：Pは組織への分布および消失が非常に速く、消失半減期は約5．5分で
あった。みかけの分布容積は投与量50μg／kgあたりから有意に減少するのが観
察された。非線形部分の消失はパラメータ値から判断するとレセプター近傍の
血漿中濃度が2ng／m1以上で飽和するためと考えられた。　Hayashiら64）はq－
hANPのレセプターへの結合定数は1ng／m1であり、血漿中濃度が4　ng／m1で
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はレセプターの約8◎％が。￥　一hANPで占められていると報告している。今回得ら
れた値はこれに近いものであった。本解析においてα一hANP消失時の血漿中濃
度を考慮すると静注投与量10μ響／kg程度まで線形消失として解析可能であると
考えられた。しかし、消失全体から考えると非線形消失の寄与は非常に小さく、
得られた解析結果も全体的に線形に近いものとなった。また、scANPの分泌を0
次とした結果、低濃度域でのα一hANPの曲線のあてはめも可能となった。
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Table　5Adjusterk　pharmacokinetic　parameters　of　a－hANP　after
i簸tr縦ve漁◎us　bolus　injection　i鍛rats
parametervalue
K．．（ng／ml／min）
ki2（min”）
k，，（min－i）
kiO（　　　一1鵬m）
Vma．（Rg／ml／min）
K．（zag／ml）
V　（mal）
O．134
0ユ86
0．X43
2．X42
3．949　×　lo－3
2．102
45．83
3．1．2　ev　・hANPのi．v．投与でのP：K－PDモデル構築
1）PDモデル構築のための投与量と薬効強度の定量的関係の検討
　薬効は作用部位中の薬物濃度に依存する。Ariensらの受容体占有理論66）をは
じめとして、薬効強度を薬物濃度のある関数として定量的にとらえることが行
われてきた。PDモデルの構築にあたり、薬物の作用部位での濃度とコンパート
メント内濃度との対応を明確にする必要がある。or　一hANPをラットに投与し、
その薬効として利尿効果を測定した。測定時間（min）あたりの採集尿量（μ1）を
尿排泄速度（μ1／min）として求め、次式にて算出した。
　　　　　　　　　測定した尿排泄速度
利尿効果（％）＝　　　　　　　　　　　　　×100
　　　　　　　　コントロール尿排泄速度
（M）
　：Fig．25にor　一hANPをi．v．ボーラス投与した後の利尿効果のタイムコースを示
す。利尿効果の開始は非常に速く、最大効果は最初のサンプリング期間（5分〉
に観察された。さらに、薬理作用（利尿効果〉は非常に速いので尿量は50μg／kg
以下の静注投与では約30分でコントロールレベルまで回復した。利尿効果は投
与量の増加により増大した。50μg／kg以上の投与量では尿排泄速度の上昇が観
察されずプラトーとなり、投与量に対する最大利尿効果は650％（最大利尿効果
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750％一コントロール利尿効果100％）であった。これは利尿効果に飽和が生じ
るためと考えられ，最大薬理効果（Em。。）の存在が示された。　PDモデルはこれら
の結果を踏まえてHi11式（シグモイドEm。。モデル）を使用した。
　利尿効果と血漿中濃度の関係を把握するためにes　一hANPのi．v連続投与（イ
ンフュージョン）時の利尿効果および血漿中濃度の時間推移を調べた。F培26
にα　一hAN：Pをi．v．インフュージョンした際の血漿中濃度と利尿効果のタイムコ
ースを示す。
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Fig．25　Time　couxse　of　diiuretic　effect　of　ev－hANP　after　iRtraveno“s　bo｝us　iRjection
　　　搬ra宅S．
　Symbols：　ew　＆2pa　g／kg，　ll　2．enc　g／kg，　O　iOug／kg，　ee　50nc　g／kg，A　lgOO　nc　g／kg
　Each　peint　represents　the　xxkean±S．E．　of　three　rats．　Solid　lines　for　O．2，　2．g
　　aRd　10μg／kg遺ose　were　obtaiRed　by　c蟹ve－fittiRg疑si簸g多◎110win霧eq疑＆tio簸s．
　　　　　　　釜殊瑚㌻（躯㌔）c
　　　　　　　dC　　　　　　　7覗。－K・・Ce
　　　　　　　甦御厨。議x
　　　　　　　dt　MX2’V　’“21‘n2
　　　　　　　　　　　ss　cr　　 E　　　　　　　E　：一／　．　　　　　　　　　EC鉦（了
　Where　Michelis－MenteB　eliminatioll　kinetics　were　ignored　to　low　dose．
　PK　parameters　（km，k2i，kio　and　ki，）　wexe　fixed　in　this　calculation　（see　Table　5）．
　The　obtained　PD　parameters　are　shown　in　Table　6．
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インフュージョンは実験開始後30分で中止した。血漿中濃度の実線はインフュ
ージョン速度と消失PKパラメータ（Table　5）を用いて計算から求めたもので
ある。Michaelis－Menten消失過程はこの解析では無視した。定常状態の血漿レ
ベルは10分で0．83ng／m1であった。それに対して、利尿効果は若干遅くれて
観察され、薬理効果の定常状態レベルは約20分で得られ、血漿レベルと利尿効
果について消失速度が異なることが観察された。
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Fig．26　Time　course　of　gelasma　concentratien　and　diuretic　effec£　of　a－hANP　during
　　　　三ntrave臓。疑s　co職stant　i】ユ　fusio】ユ　i】a　rats．
Symbols：Opla．s搬a　co餓ce簸tratio聡，羅diure　tic　ef｛bct
Each　point　yepreseRts　the　meait±S．E．　of　three　rats．　Soiid　lines　for　plasma
concentration　and　diuretic　effect　were　obtained　by　curve－futing　undier　fixing
elimination　PK　parameters　＄hown　in　Table　5　using　following　first　two　equations
a簸d　all　e（ユ疑atio鍛s，　respectively」
　　　　　　　　　盤邸㌦＋丸21筆一（kn　＋　kie）C
　　　　　　　　　：dxll　．k，，yc－k，，X2
　　　　　　　　　dC　　　　　　　　　温＝丸C－KC　　　　　　　　　　dt　　三8　　εoe
　　　　　　　　　　　　　　ee　C7　　　　　　　　　E　，，，　・一xm｛｝i．s一“
　　　　　　　　　　　EC．r．　＋　Cr　　　　　　　　　　　　　50　’　Ve
where　Michaehs・Me鍛ten　eli瓢inatio簸kinetics　were　ig鍛ored　due　to　low　i叩ut　rate，Knf．
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Fig．27にそれぞれのサンプリング時間での血漿中濃度と利尿効果の関係を示
す。典型的な反時計回りのヒステリシスループが観察された。このことは、薬効
が血中濃度より遅れて現れていることを示しており、作用部位は血漿コンパー
トメント以外にあることが示唆された。次に組織（抹消）コンパートメントに
ついて同様に調べたが、α一hANPの濃度推移が非常に遅く、時計回りのヒステ
リシスループを示し、作用部位には該当しないことが明らかとなった。これらの
結果より、α一個月NPの利尿効果の作用部位は細胞または血管以外の場所に存在
していることが示唆された。
?????????
騨雛蹴畿鱒鵬。細鰯舳ll
Fig．27　Re1ぬ。鍛ship　betwee嚢P夏as鵬。◎鷺ce魔ati◎簸axxd　diuretic　effect◎f
　　　　or　一hANP．
　　　Each　poi】ζ｝もis負℃斑i鷺Fig．25．
2）PKPDモデルの構築
　Fig．28にラットでのα一hANPのPKPDモデルを示す。薬理学的な作用の遅
れを含む挙動を説明するために薬効コンパートメント67＞を仮想した。この薬効
コンパートメント（Ce）は体循環コンパートメントと1次速度過程（速度定数
k，，）で連結し、薬効コンパートメントから1次消失（速度定数k。0）すると仮定
した。
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　また、薬効強度との定量関係を示すPDモデルは前述のとおり、　Em。、を含む
次の一般Hi11’s式を用いた。
　　　E“一”　CrE　：　 　　rmax　’　e
匠Cあ＋CJ
（15）
ここで、Em。。、　EC50およびγはそれぞれ最大薬理効果、50％を示す薬効コンパ
ートメントのα一hANP濃度、　E－Ce関係の曲線を決定するシグモイドパラメー
タである。Ema、はFig．25のデータから650％に固定した。
　Fig．25とFig．26の実線はi．v．ボーラス投与（o．2、2．o、10μg／kg）とインフ
ュージョン投与の利尿効果一時間曲線のフィッティングを示す。i．v．ボーラス投
与でのPDパラメータをTable　6に示す。この鎗KPD結合モデルはi．・v．投与にお
いて、どの投与量における利尿効果も表現できた。また、このP：K－PD結合モデ
ルはα一hAN：Pのi．n．投与後の吸収速度の予測と同様に利尿効果の推定に適して
いると考えられた。
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Fig．　28　Pharmacokinetic　model　and　pharmacodynamic　model　of　a－hANP　in　rats．
　　　k，，ki2，k2i，　kio　aRd　ki，　are　first　order　rate　constant，　and　Ki．f　and　K．，　are　zero
　　　order　rate　constant．　The　others　are　shovvn　in　the　text．
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Table　6Adjusted　pharmacodynamic　parameters　of　or－hANP　after　intravenous
bolus　i鍛ject沁鷺aad　during　c◎識stant　i鍛t嬢venous　i灘fusio鍛i聡r段ts
constaRt　infusionbelus　injectioR
Erna．（O／o）＊
石’（7so〈ng／ml）
　r
k、，（mえR’1）
編（miガ）
65g
o．306　±　e．e　16
0．660　±　o．gsx
o．oo2s　±　g．golg
e．s7i±o．oog
650
0．344　±　e．e22
0．641±e．e60
0．OG28　±　G．OOi3
0．641±e．e55
雛ea簸±S，E．（n＝3）
喪丁撮sv＆1犠e・was負xe（至accor（灘ng　to（la．t綾i麩Fig25．
3．1．3　α一hAN：Pの経鼻投与後での吸収性評価と利尿効果
　：Fig．29にα一hANPのi．n．投与後の血漿中濃度のタイムコースを示す。　es　一一
hANPは非常に速く血漿中に出現し、ピークは投与1分後に認められた。吸収速
度定数k、は（12）式を用いてデコンボルーション法により計算し、絶対的バイオ
アベイラビリティFはi．v．投与と捻．投与後の血漿中プロファイルからのAuc
を求め比率から計算した。
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Fig．29　Time　course　of　plasma　concentration　ef　a－hANP　after　intranasal
　　　　administratioR　in　rats．
　　　　Sy撮bols：翻100μg／kg，［コ200μg／kg，⑪400μg／kg
　　　　Each　point　represents　the　meaR±S．E．　ef　three　rats．
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　Table　7に計算された吸収速度定数とバイオアベイラビリティを示す。吸収速
度定数k、は消失相の消失速度定数（β）より小さいので典型的なフリップフロ
ップ現象が観察された。経鼻投与ではバイオアベイラビリティが非常に低く、2
～3％であった。or　一hANPの経鼻吸収製剤の実用化には、この低いバイオアベイ
ラビリティを高める必要がある。また、吸収プロファイルは少なくともこの投
与量では線形であると考えられた。
Table　7　Adjustedi　absorption　rate　constaRt，　k．　and　bioavailability，　F　from
　　　　Plasma　pr面1e　a銑eτintran＆sal　ad搬inistration　ofα一hANP　in　rats
Dese　（pa　g／kg）尾（min”i） F　（e／，）
100
200
4eo
e．236　±　O．021
e．229　±　O．022
◎．211士0．028
3．33
2．83
2．77
xneaR±S．E．（n＝3）
　Fig．30にor　一hANPのi．n．投与後の利尿効果のタイムコースを示す。利尿効果
はα一hANPの投与量の増加により増大した。最大利尿効果は血漿中のor　一hANP
増加レベルに比べて小さかった。吸収速度定数k、は（13）式を用いて、確立した
P：K－PDモデルにより計算した。計算された速度定数は投与量が100、200およ
び400μ9／kgではそれぞれ0．196、0．204、　O．209min’iであった。これらの値は
血漿データ（P：K）から計算で得られた値と非常に近かった。この結果からα一
hANPの経鼻投与での吸収速度定数は血漿中濃度と薬理効果のタイムコースか
ら計算できることが確認された。Table　7に示す同様なバイオアベイラビリティ
もPDデータから計算できることがわかった。
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Fig．30　Time　course　of　diuretic　effect　of　＆一i｝ANP　after　iRtraRasal
　　　a（至瓢i簸is宅ratio簸裏聡蜜aもS．
　　　Sy鴉わ01s：　麟1《）0μg／kg，　〔コ黛◎◎μ霧／kg，　㊥40◎nc　g／kg
　　　Each　point　repxesents　the　mean　th　S．E．　of　three　rats．
第2節　cy　一hANPの経鼻投与での利尿効果のシミュレーション
　経鼻投与でのα一hANPの吸収速度定数とバイオアベイラビリティは投与シス
テムや製剤の工夫によって改善でき、これらパラメータの影響をラットでの利
尿効果により推定できる。：Fig．39は本章で確立したPK－PDモデルを用いてシミ
ュレーション計算により得られた、これらのパラメータの利尿効果に対する影
響を示した。吸収速度定数の増加は利尿効果を特に初期に促進し、一方、低い
吸収速度定数は利尿作用の持続効果に適していると推定された（Fig．3亙a）。こ
れらの特徴はα一hANPの血漿プロファイルと同じであった（Fig．29）。
　バイオアベイラビリティの増大は利尿効果を初期だけでなく後期も促進する。
シミュレーションの結果として、より大きな吸収速度定数は著しい利尿作用（短
期に顕著な効果）を導き、より高いバイオアベイラビリティは持続した利尿効
果を与えると考えられる。
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　　これらのシミュレーション結果から、
速度定数よりバイオアベイラビリティ
ことが示唆された。
ev　一hANPの経鼻吸収においては、吸収
（吸収率）を増大させることが望ましい
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Fig．31　lnfiuence　of　absorption　rate　censtaRt，　k．（a）　axxd　bieavailability，　F（b）　on　the
　　　　　　diuretic　effect　oだα一hANP　after　i獄t盤照s技1我dmi鷺is捷我tio夏in　ra宅s。
a：　k．＝　O．1，　O．2，　e．4，　1．g　and　2．0　min’i　fer　｝ower　to　higher　lines　at　early　period
　　　　　　　　（for　higher　to　lower　lines　at　late　period）（F　＝3“／e，dose＝100　pa　gfkg）
b：　F　＝le，25，5e，75，leO　e／e　for　lower　to　higher　lines　（k．＝　O．2　min’i，　doser　leO　u　g／kg）
　　　　　These　simulation　curves　were　obtained　by　fol｝owing　equations．
　　　　　　　　　　　　　dX
　　　　　　　　　　　　　プ　蝋（x・　＝Fee　dose傭。）
　　　　　　　　　　　　　箒幣隅1与（ki2　＋　kio）c
　　　　　　　　　　　　　整ん12彩C戒21X，
　　　　　　　　　　　　　藍魂。或。
　　　　　　　　　　　　　　dt　”ieT　’eore
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ee　Czt
　　　　　　　　　　　　　E＝　一一：ww－sm
　　　　　　　　　　　　　　　　EC，i，　＋　C：
　　　　　where　parameters　except　k．　and　F　were　fixed　te　the　obtained　values　for　i．v．
　　　　　bolus　injectioR．
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第3節　考察と小括
　：Fig．28に示したP：Kモデルと：PDモデルを連結したP：K一：PDモデルを構築して、
α一hANPの経鼻投与での薬効としての利尿効果を概ね説明できることを示した。
このP：K－PDモデルに組み込んだパラメータを含め考察する。
　静脈注射後の解析結果からレセプターによる消失は2ng／m1以上の血漿中濃
度で飽和することが示唆された。このレセプターからの消失はrANPの主要な
消失経路となっているが、内因性ANPの血漿中濃度は、ヒトでe．02　Xt9／mLラ
ットで0．1ng／m1前後と微量であると報告68＞されている。レセプターの密度が
それほど高くないと想像できるため、α垂ANP投与後の消失はほとんどが酵素
による代謝を受けて消失していると考えられる。また、本モデルでは盛NPの
分泌パターンを0次速度と仮定した。本来は生体の恒常性により、分泌パター
ンは厳密に制御されておりその挙動は複雑と考えられるが、内因性ANPのレベ
ルは非常に低いため、ev　一hANP投与後の体内動態および薬効に対する影…響はな
いと仮定して解析した。
　（12）式を用いたデコンボルーションは非線形P：Kを持つ薬物には適用できな
いが、吸収過程の有無に限定されず、薬物の血漿プロファイルから吸収速度を
計算するのに有用である。娠．投与にて、（13）式を用いた利尿効果からのデコン
ボルーションで得られた吸収速度定数はPKデータからの値と非常に近かった。
これらのことから今回のアプローチは吸収速度の決定だけでなく薬効面を含む、
投与システム開発での有用なツールとなることを示している。
　血漿申濃度と薬効とのフィッティングについてはα　一hANPについて
NONMEM法によるポピュレーション解析にて実施された報告69）があり、体内
動態の解析がなされている。しかしながら、経鼻投与における研究例はほとん
どなく、本研究での血漿中濃度と利尿作用のシミュレーションパターンは
Fig．30での利尿作用と比べてT隙、において差が認められた。宮西ら7◎）はα一
hANPをi．v．インフュージョン投与にて試験し、血漿中濃度と利尿作用および降
圧作用についてP：K－PDモデルを用いて解析しているが、　Tma、において一致しな
かったと報告している。今回の結果は宮西らの報告と類似していた。
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　今回の結果から、PK：一PD単純モデルでは限界はあるものの、製剤設計から実
用化までの検討プロセスにおいて有用であることがわかった。すなわち、薬効
発現時間の遅れは説明できないものの、前述のように、吸収速度定数が大きく
なると利尿効果が高まり、バイオアベイラビリティの増加で利尿効果の向上と
持続性が得られることがわかった。吸収促進剤の併用は吸収速度定数およびバ
イオアベイラビリティを増加させ、実用化レベルでのα一hANPの薬理効果の発
現に好ましいと想定される。また、酵素阻害剤はバイオアベイラビリティを増
加させるのに有用であり、ペプチドの持続作用を保持する可能性がある。この
ように吸収速度定数またはバイオアベイラビリティを指標としての製剤設計の
重要性が確認された。
　第2章で示したpely一：L・Argを吸収促進剤として併用投与することで高分子モ
デル薬物の吸収速度とバイオアベイラビリティが飛躍的に高まるとの結果から、
ペプチド医薬品の薬理効果も実用化レベルまで高めることができると考えられ
た。このpoly－L－Argを併用投与した際の薬理効果の向上に対するPK－PDモデ
ルの検証については第3章にて示した。
小括
　経鼻吸収されたモデルペプチドの血漿プロファイルと薬理効果のモデリング
を行うことで投与設計の最適化がはかれると考え、モデル薬物としてα一hANP
を選び、薬理効果（利尿作用）のシミュレーション方法を検討した。ラットで
のα一hANP経鼻投与における利尿作用が薬効コンパートメントや生体恒常性シ
ステムを持たせたPKPDモデルで推測できることを示した。この：P：K－PDモデ
ルはα一hANPのi．v．とi．n．投与でのどの投与量においても利尿作用の推移を表現
できた。吸収速度とバイオアベイラビリティからのシミュレーションによりα一
hANPのi．・R．投与での利尿効果を高めるには吸収速度定数より、バイオアベイラ
ビリティ（吸収率）を増大させることが望ましいことが推定された。PK・PDモ
デルを利用した経鼻吸収製剤の製剤設計は製剤化研究において有用であること
が示された。
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第4章ポリ。：L一アルギニンを用いた経鼻吸収製剤の実用化研究
　前章まで、高分子量物質の経鼻吸収性の改善を目的に安全性の高い吸収促進
剤候補化合物のスクリーニングを行い、p◎ly一：L－Argが新規促進剤として最も可
能性が高いことを明らかにした。しかし、モデル高分子として用いてきた：FD
に比べ、実際のペプチド薬物は鼻腔内および粘膜環境中の生理的諸因子に対し
て鋭敏に影…響を受けやすい。たとえば分解酵素に対する感受性が高い場合、こ
の酵素分解バリアーは。高分子量のペプチド薬物の粘膜吸収が分子量に依存干
する透過バリアーに匹敵するほどになる場合もある。また、これらペプチド薬
物のほとんどは閉門学と薬力学との関係がパラレルではなく、特に血中濃度に
対する薬理効果の頭打ち現象が実際のペプチド薬物で認められることから、経
鼻吸収製剤の実用化においては吸収促進のみならずあらゆる面からバイオアベ
イラビリティを高める必要がある。本章では現在臨床的に使用されているα一ヒ
ト心房性ナトリウム利尿ペプチド（ev　一hANP）、サケカルシトニン（sCT）およ
び穎粒球コロニー刺激因子（G－CSF）をモデルペプチド薬物として選択し、こ
れら薬物の鼻粘膜吸収性に対するp◎iy－L－Angの効果を薬理効果で確認すること
より実用化への可能性を検討した。
第1節　α一hANPへの応用71＞
　ty　一hANPはヒト静脈内投与では血中半減期が非常に短く72）、また経口投与で
は吸収率が極めて低いことが知られていることから、製剤面から臨床応用を広
げるには難しい状況にある。今までα毛ANPの経鼻投与システムの開発に対し
て基礎的検討が行われており、鼻腔内に存在する蛋白分解酵素によるα一hANP
の失活ならびに鼻粘膜中および血液中での代謝・分解などにより鼻粘膜からの
吸収性は非常に低いことが明らかとなっている。そのため、吸収促進剤として
胆汁酸塩の併用や酵素阻害剤の利用が試みられているが、吸収の改善は認めら
れているものの、有用な薬理効果まで得られていないのが現状である。
　そこで本節では鼻粘膜吸収促進剤として、実用化の面から可能性が極めて高
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いと考えられる新たに見出したpoly－L－Arg（50）を用いて、第3章で実施した
ev　一hANPの利尿効果に及ぼす影響について検討し、さらに想定した利尿効果を
高めるためのシミュレーション結果をpoly一：L・Arg併用効果から検証した。
　利尿効果は以下に示す（16）および（17）式より各時間間隔毎の尿排泄速度
（％）および全尿量（全薬理効果；％）として求めた。
　　　　　　　　　　処理時の尿排泄速度
尿排泄速度（％）＝
　　　　　　　　　コントロール尿排泄速度
×　100 （16）
全尿量（％） ＝Σ［（各時間間隔毎の尿排泄速度一コントロールの
　　　尿排泄速度）×各時間間隔】　　　　　　　　（17）
4．1．1　ポリー：L・一アルギニン併用によるα一hANPの利尿効果
　Fig．32にα・hANPlooμg／kgを鼻腔内に投与したときの尿排泄速度の時間推
移を示す。α一hAN：P溶液を鼻腔内に投与すると、徐々に尿排泄速度が上昇し、
投与後15分に約180％の最大排泄速度が得られたが、薬効の消失は速やかで
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Fig．32　Urine　flow　rate－time　curve　after　i．n．　adirainistration　of　a－hANP　in　rats．
　　　　O：i．n．　without　enhanver，　cr：i．n．　with　bestatin，
　　　　⑭二i。薮．with　poly・：しArg（50）
　　　　Eaeh　value　represents　the　mean±S．E．　of　at　least　3　experime”ts．
　　　　Dotted　line　maeans　the　control　level．
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40分後にはコントロールレベルに戻った。一方、酵素阻害剤であるベスタチン
を0．1％濃度含有するov　一hANP（100μg／kg）溶液を鼻腔内に60μ1／kg投与する
と、45分後に最大尿排泄速度に達しその速度はコントロールと同程度であった
が、その後門2時間まで持続的な効果が得られた。これに対して、1％poly一：し
Aurg含有のα一hAN碧溶液を鼻腔内に投与すると、投与後25分に約400％の最大
尿排泄速度となり、投与後100分前後までその尿排泄増強効果は持続した
（Fig．　3　2）．
　Fig．33aおよびbにev　一hANPを静脈内または鼻腔内に投与した後の投与量に
対する尿排泄速度および全尿量を示す。ev　一WANP溶液を静脈内に投与すると，
尿排泄速度および全尿量はともに投与量に対して典型的なシグモイド（S字）曲
線となり、1◎μg／kg以上の投与量で利尿効果はほぼ一定になる傾向がみられた。
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Fig．33　Dose鐙espo漁se　c℃ぼve　afも鍵重．vl◎x　i．魅．　adminis£ra£ioit　ofα・hANP海鍛ts．
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　　　＠　：　i．n．　with　poly－L－Arg（5e）
Fig．32およびFig．33の比較から、α一hANP溶液（100μ9／kg）を鼻腔内に投与
したときの最大尿排泄速度は、0．2μg／kgを静脈内投与したときのそれよりも小
さく、また全尿量も約1，200％とほぼ同程度であり、薬理学的なバイオアベイラ
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ビリティーは全尿量から見積もると2％程度と思われた。この値は、第3章で血
漿中濃度から求めたバイオアベイラビリティ値とほぼ一致していた。一方、ベ
スタチンを併用してα　一hANPを投与すると、　or　一hANP単独投与と同様に最大尿
排泄速度は0．2μg／kgの静脈内投与時よりも小さかったが、尿量は約7，000％で
あり薬理学的なバイオアベイラビリティーは10％前後と思われた。これは、ベ
スタチンによりor　一hANPが鼻腔内および鼻粘膜中での分解が抑制された結果、
intactな状態で持続的に吸収されたためと考えられる。しかし、この遅い尿排
泄速度では対応すると考えられる十分な降圧作用が維持されないと思われた。
このことは第3章で予測した結果、すなわち、酵素阻害剤がバイオアベイラビ
リティを増加するのに有用であり、バイオアベイラビリティの増加により利尿
効果の向上と持続性が得られることが検証された。
　これに対しpoly一：L一蝕g（50）を1．0％濃度で鼻腔内に併用投与すると、最大尿排
泄速度は静脈内投与時の2．0μg／kgで得られる速度に匹敵し、100μg／kgを静脈
内投与したときにみられた急激で強い利尿効果が抑えられた。しかも全尿量は
100μg／kgを静脈内投与したときの効果に等しいか、それ以上となった。これは、
静脈内投与時にはこの投与量で過剰投与による薬理効果の飽和がみられるのに
対し、経鼻投与ではpoly一：L－Argの併用によってα一hANPの吸収が静脈内投与に
比較して有効な速度で持続することにより、体内α一hANP量と薬理効果の関係
が比較的パラレルになったためと推察される。
4．1．2　P：K－PDモデルの検証
　第3章第5節ではラットでのα・hAN：P経鼻投与での利尿効果の予測を、確立
した：P：K－PDモデルを用いて行なっているが、　poly－L－Argを吸収促進剤に用い
た結果は作用時間の遅れがさらにみられたものの、利尿作用が増強された結果
は予測と一致した。
　Poly一：L－Argを促進剤として用い経鼻吸収した場合、　lag　timeが認められたこ
とから、Fig．27のPKPDモデルに、このlag　timeを導入してシミュレーショ
ンを行い実測値との対比をさらに詳細に検討した。投与量100μg／kgにて、パ
ラメータはTable　5およびTable　6の値を用い、更にパラメータとして1ag　time
を14・minに設定してシミュレーションした結果を：Fig．34に示した。
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　Poly－L－Argを促進剤として用いて経鼻投与した結果を構築したPKPDモデ
ルによりシミュレーションを実施したところ、実線で示すように実測値に近い
値となった。この時、単独投与に比べて吸収速度定数は2倍程度しか増加しな
かったものの、血中濃度のバイオアベイラビリティは10倍以上増加した。この
結果は利尿効果を高める上で必要と考えられた第3章第2節でのシミュレーシ
ョン結果を裏付けるものであった。
　すなわち、P：K－PDモデルを用いた製剤設計の最適化への有用性について検証
できたことから、PK－PDモデルによる検討は投与設計における重要なファクタ
ーであることが再度示めされた。
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第2節サケカルシトニンへの応用71）
　サケカルシトニン（sCT）は32個のアミノ酸からなる分子量3，432のペプチド
ホルモンであり、ページェット病および骨粗霧症など高カルシウム血症に用い
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られる治療薬である73“75）。これらの疾患は一般に長期間の治療を必要とし、投
与経路は皮下および筋肉内注射で投与されている。しかしながら、注射は患者
に対して苦痛を与えたり、局所的な炎症を引き起こす場合が多い。また、注射
投与初期に血中濃度が高くなり吐き気や潮紅などの副作用を発現する場合があ
る76＞。そのためsCTの新しい薬物送達法として経鼻投与が試みられてきた77・78）。
鼻腔内投与における薬理学的なバイオアベイラビリティーは3％程度と極めて
低いため、胆汁酸塩および界面活性剤などを用いたsCTの経鼻吸収促進の研究
77・78）がなされてきたが、第2章第1節で示したように、これらのほとんどは鼻粘
膜損傷と吸収性の面から、実用化にほど遠いのが現状であった。
　そこで本節では前節と同様に促進効果および安全性の面から経鼻吸収促進剤
として現在最も可能性の高いpoly一：L・Arg（50）を用い、　sCTの鼻粘膜吸収効果に
ついて薬理効果面から検討した。
　sCT鼻腔内投与後の血漿中Caレベルは投与5分前に測定したsCT血漿中Ca
濃度の百分率として計算した。また、薬理効果としての△D（血漿中Caレベル
の総減少量）は0～6時間までの血漿中Caレベルの減少量とし、次式により求
めた。
AD　（G／o）　＝　（AUCb－AUC，）　IAUCb　X　IOO（18）
ここで、AUCbは0～6時間までの血漿中Ca濃度レベルを100％（コントロール）
としたときの血漿中Ca濃度一時間曲線下面積1、AUC，はsCT鼻腔内投与後の血
漿中Ca濃度一時間曲線下面積である。
　Fig．35およびTable　8にsCT溶液を鼻腔内に投与したときの血中Ca濃度の
時間推移および得られた薬力学的パラメータを示す。
sCT溶液を鼻腔内に投与すると、血中Ca濃度は生理食塩水のみを投与したとき
にくらべ有意に低下し、最大Ca濃度低下効果（Dm。。）が投与後90分に観察され
コントロールレベルより25％減少した。しかし、薬理効果は持続せず消失は速
やかで投与240分後にはほぼコントロールレベルに戻った。この結果は
Morimotoら79）やSchipperら8◎）の結果と類似していた。一方、　poly一：L－Argを併
用投与すると薬理効果の発現はsCTのみを投与したときより早く、血中Ca濃
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度は投与後180分まで減少を続け、Dm。、で最大30％強のCa濃度の低下がみら
れた。また薬理効果の消失も穏やかであり、少なくとも投与6時間まで効果が
持続していた。これらの結果より計算されたsCT溶液および画1y－LA曙含有
sCT溶液の△Dはそれぞれ8．5および23．9％であり、・poly－L一山9の併用で△D
は約3倍に増加した。
　Hans◎nら77）はsCTの鼻腔内投与後の吸収改善に促進剤として数種の界面活
性剤または胆汁酸塩を併用した結果、sCT（1磯U／kg，生理食塩液）鼻腔内投与後
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Fig．35　Plasma　ca1cium　level－time　c“rve　aftey　LR．　administration　of　s－CT　iR　rats．
　　　翻：Co滋rol，㊥＝i。簸．　with◎疑t　poly・L・Arg，　Aほ．鷺．　w蔑th　1％poly－L－Arg（5◎）
　　　　Each　value　erepxeseRts　the　mean±S．E．　of　at　least　3　experimeRts．
　　　　Dotte（塁h鍛e艶ea総s　the　c◎澄射◎11evel．
Tabel　8　Hypocalcemic　effects　ofsCT　aftex　i．R．　admiAistra£ioR　in　rats
Dmax（O／e） A　D（O／e）
without　pely一　L－Arg　24．2
with　poly－L－Arg（i．Ow／ve／o）　32．3
8．5　±　1．5
23．9　±　 ．6
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の血中Ca濃度は1時間で最大17％減少し、この溶液にこれら促進剤を併用す
ることで投与1時間後にDm。。が25％～30％になったことを報告している。　Poly
一：L－Argは、効果の発現が上述した促進剤よりも遅いものの、6時間まで持続性
を有するすぐれた効果を示した。Schipperら80）の報告では、　sCTの3．35およ
び13．41U／kgの静脈内投与で投与4時間までの△Dは約25％であり、この投与
量範囲で薬理効果の飽和が観察されている。本研究で用いた投与量101U／kgで
の鼻腔内投与で得られた△D（23．9％、04時間では23．5％）と比較すると、
poly一：L－Argの併用で静脈内投与に匹敵する薬理効果が得られることが示唆され
た。
　本節で検討したpoly－L－Argの併用系では、より低sCT投与量でも最大の薬理
効果が十分得られる可能性が高く、投与量に関する検討をさらに行うことで実
用化が期待される。
第3節　穎粒球コロニー刺激因子への応用50）
　盤面球コロニー刺激因子（granulocyte　colony－stimulating　factor；G－CSF）
は、骨髄前駆細胞の増殖刺激と穎粒球コロニーの形成、分化を促進する。組み
換え型ヒトG－CS：F（rhG－CSF）は医薬品として急性白血病、形成不全性貧血、
白血球減少症等の治療に使用されている81・82）。rhG－CS：Fの臨床応用は、皮下投
与あるいは静脈内投与のいずれかに制限されているため、rhG－CS：Fを含むタン
パク性医薬品の臨床使用には、コンプライアンス面から新しい投与ルートの検
討が行われてきた。rhG－CSFの経ロ投与の可能性も報告されている83・84）が、腸
管透過性が極めて低く、また、酵素および酸の分解に関連した問題がある85・86）。
rhG－CSFは、肺から迅速かつ効果的に吸収されると報告があるものの、この経
国投与は、投与した薬物のほとんどが、口、気管、食道および投与用装置に付
着してしまうため87－89）、実際の肺葉への薬物送達は困難を極めている。それゆ
えrhG・CSFの新しい投与ルートとして経鼻投与の検討が求められているge‘92）。
　そこで、本節ではモデルタンパク性医薬品としてrhG・CSFを選択し、　rhG－
CSF鼻粘膜吸収に対するpoly－L－Arg（50）の吸収促進効果を皮下注射レベルま
で高められるか否かを検討し、更なる展開の可能性について判断した。rhG－CSF
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としては175個のアミノ酸からなる分子量18，850のナルトグラスチムを用いた。
　Fig．36にrhG－csFのラットでのi．v．とi．n．投与を15μg／kgと50μg／kgでそ
れぞれ行った際の血漿申濃度一時間曲線を示し、Table　9に得られたrhG－CSF
の薬物速度論的パラメータを示す。i．v．　rert，与後のrkG－CSF血漿中濃度は指数関
数的に低下した。消失モデルは1一または2一コンパートメントモデルにフィット
し、両者のモデルから得られた消失パラメータはほとんど同一であった。
　1．O　w／v％濃度のpoiy－L－Arg（50＞とi．R．で併用投与したrhG－CSF血中濃度は
xkG－CS：F単独投与で得られた値と比べ著しく増加した。9◎％濃度のpoly一：L一
蝕g（5◎〉とi，　Xt，で併用投与で得られたAUC。。は有意に増加した。　F。。は盛G－CSF
のi．・R．投与で1一コンパートメントモデルで計算したところ、1．0％濃度の
poly－L－Arg（50）併用投与の有りと無しでそれぞれX1．3と1．03％であった。これ
らの値は第2章第2節のFig．霊O　bを用いてF。。と：FDの関係から予測した値（11％
と1％）と非常に近かった（Fig．37）。
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Fig．36　Plasma　rhG－CSF　concentratieR　after　i．　v　and　i．n．　admiRistratioR　to　rats．
　翻：iu　adm・i聡istratiOR　of痴G－CSF（15μ9／kg）；
　⑭：孟12．ad澱i簸istraもio鍛of望hG－CS：F（5◎μ9／kg）alo鍛e（c◎ntrol）；
　O：　i．n．　co－admini＄tratioit　of　rhG－CSF（50pt　g／kg）　with　1．Ow／vO／e　poly－L－Arg　（50）
　　　Each　data　point　represents　the　mean±S．E．　（n＝3）．
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Fig．37　Relationships　betweeR　the　Fco　and　the　molecular　weight　of
　　　　FITC－dextrans．
　　　tw：control（FITC－dextran　alone）；　O：with　poly－L－Arg
　　　rw：F．　of　rhG－CSF　vvithout　1．ew／ve／g　poly－L－Arg（5e）
　　　［］：F．　of　rhG－CSF　wieh　1．Ow／v“／e　poly－L－Arg（5e）
　Fig．36とTable　9に示すとおり、　xhG－CSFが1．0％濃度のpoly一：L・Arg（50）と
経鼻的に併用投与されると、その血漿中濃度はxhG－CSF単独投与に比べ著しく
増大し、その濃度レベルは長時間持続した。その結果、C，ma、とF。。はそれぞれ16
倍、11倍高かった。Poly一：L一越g（50）のi．n．併用投与後のrhG－CSFのCm。．は
：Kuwabaraら93）の報告のrhG－CSF単独でのs．c．投与後の値とバイオアベイラビ
リティは異なるものの、ほとんど同じであった。ラットのi．v．投与で得られた
rhG－CS：Fの生物学的半減期（t、12）とヒトでの分布容積（Vd）から計算した全
身クリアランス（C：L，。t）はヒトでの値とほとんど同じであり94）、本研究で得ら
れたラットでの薬物動態学的パラメータは、血漿サンプルの分析法は異なるも
のの、ヒトへの応用に有用である。
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Table　9
Pharmacokinetic　parameters　ef　rhG－CSF　after　i　x　aRd　in．　administratioR　to　ra£s
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　ヒトでyhG－CSFを1．0μg／kg皮下投与したとき、　Cm。xは約1．5　R9／m1であっ
た94）。もし、痴G－CSF　1．0μg／kgをラットでpoly－L一躍gと経鼻的に併用投与さ
れると、本研究で得られた50μg／kgでのCmaxから予測すると、　Cmaxは約1．1
ng／mlと見積もられる。このレベルはヒトでのS℃．投与レベルとほとんど同じ
であり、rhG－CSFをヒトでpoly一：L－Aygを用い1．0μg／kgの投与量で経鼻投与
した際の薬理学的効果はS．C．投与と同等であると推定される。このように、
poly一：L－ArgはrhG－CSFの経鼻吸収を実用化レベルまで高めることができると
考えられた。
　さらには、poly一：L－Argはタンパク性薬物やサイトカイン例えばヒト閉経期ゴ
ナドトロピン（約30kDa）、ソマトロピン（約22kDa）、インターロイキン、イ
ンターフェロン（15－30kDa）などを適切に経鼻吸収させるために使用でき、様々
な経鼻DDSの開発が可能であると思われた。
第4節　小括
　第2章で得られた結果から、poly一：L－Argは：FDの平均分子量が4．3～167　kDa
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の範囲で経鼻吸収をin　vivOラットモデルにて促進したため、モデル薬物として
α・hANP、カルシトニンおよびrhG－csFに適用して実用化の可能性をin　vivo
薬理作用を調べることで確認した。その結果、実用モデル薬物の3種とも実用
化に求められる吸収に達していて、薬理学的なバイオアベイラビリティはcr　一
hANPおよびカルシトニンで静注に、　rhG－CSFは筋注に匹敵しており、充分な
薬理効果が得られることを示した。製剤開発上、求められるバイオアベイラビ
リティを10％と仮定した場合、poly一：L－Argの併用投与によって分子量20　kDa
までのペプチドおよびタンパク性薬物の経鼻吸収実用化の可能性の範囲が広が
ることが示唆された。
　Poly－L－Argを吸収促進剤として併用投与することで高いバイオアベイラビリ
ティおよび薬理効果が確保され、安全性が高い経鼻吸収製剤が実用化できると
結論付けられた。
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結論
　鼻粘膜を投与経路としてのペプチドおよびタンパク性製剤の開発や実用化の
試みが長い間なされてきたが、残念ながらDDS製剤として汎用的に活用できて
いないのが現状である。経鼻吸収において，、高い吸収性を与える化合物は高い
損傷性があり、逆に損傷が大きいから粘膜吸収性が高いと研究報告され、考え
られてきた。また、バイオアベイラビリティは必ずしも高いとはいえず、限ら
れた成分に限定されているのが現状である。
　そうした中で、カチオン性の多糖類であるキトサンが生理活性医薬品の鼻粘
膜吸収性を、粘膜障害性をほとんど示さずに著しく改善することが報告された。
著者はカチオン性物質がペプチド薬物の鼻粘膜吸収において理想的な促進剤に
なり得ると考え、以下の検討を積み重ねた。すなわち、x）in　vityo系における
高分子薬物の経鼻吸収性改善へのアプローチ、2）実用性の高い経鼻吸収促進剤
の探索として、カチオン性化合物のスクリーニングおよびポリーL一アルギニンの
発見、沿い出したポリー：L一アルギニンによる経鼻吸収性の最適化、3）製剤設計に
必要な薬動学／薬力学モデリング、4）α一hANP等をモデル薬物として用いたポ
リー：L一アルギニン併用投与によるin　viv◎薬理効果の検討による実用化研究であ
る。
　以下本研究により得られた知見について要約する。
　（1）鼻腔内投与での薬物の分子量と薬物透過性との関係をiXt　vitr◎にて検討
した結果、モデル高分子薬物FITC－dex鍵鐡（FD；分子量4．4～71．2　kDa）、臭
化イプラトロピウム（IPT－Br）、およびクロモグリク酸ナトリウム（DSCG）の
1◎gP値は10gMWと直線的な関係を示し、この直線関係はそれら薬物が
paracellular経路を透過することを仮説により検証した。吸収促進剤として胆汁
酸誘導体STDHFをモデル促進剤として用いた場合、得られた直線は傾きが変
わらずy切片のみが大きくなり、STD：H：Fは主に有効透過面積を増加させたと考
えられた。しかし、鼻粘膜の著しい損傷を伴っていたことから、安全に経鼻吸
収性を高めるには鼻粘膜細胞を損傷することなくparacellular経路の吸収を促
進できる手段が必要であることが示された。
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　（2）実用性の高い理想的な経鼻吸収促進剤の探索研究のベースとして、従来
の吸収促進剤の特徴を検討した。安全性の評価方法としてラット赤血球溶血性
およびウサギ鼻粘膜からの膜構成成分の漏出性を評価した結果、従来の吸収促
進剤は鼻粘膜吸収性が高いと膜損傷を強く引き起こすことを相関関係を用いて
定量的に結論付けた。一方、種々カチオン性化合物のスクリーニングの結果、
ポリー：L一アルギニンがラット赤血球溶血性とウサギ鼻粘膜成分の漏出作用を示す
ことなく、モデル高分子薬物FD4（4．4　kDa）吸収を著しく向上させることを
見い出した。
　（3）ポリー：L一アルギニンによる経鼻吸収性の最適化の検討から、分子量が45．5
～92kDaのポリー：L一アルギニンは平均分子量が4．4～167　kDaまでのモデル薬物
FDの経鼻吸収をin　vivoラットモデルで著しく促進し、：FD経鼻吸収の改善効
果すなわちバイオアベイラビリティの向上は極めて高いことがわかった。モデ
ル薬物の分子量とバイオアベイラビリティとの関係を検討した結果、製剤開発
上求められるバイオアベイラビリティを10％と仮定した場合、ポリー：L一アルギニ
ンを併用投与することによって分子量20kDaまでのペプチドおよびタンパク
性薬物の経鼻吸収製剤の実用化の可能性が示された。
　（4）経鼻吸収されたモデルペプチドの血漿プロファイルと薬理効果のモデリ
ングを行うことで投与設計の方向性が明確化できると考え、モデル薬物として
（y　一hANPを選び、薬理効果（利尿作用）のシミュレーション方法を検討した。
ラットでのα一hANP経鼻投与における利尿作用が薬効コンパートメントや生体
恒常性システムを持たせたP：K－PDモデルで推測できることを示した。このP：K－
PDモデルはov　一hANPのi．v．とi．n．投与でのどの投与量においても利尿作用の推
移を表現できた。吸収速度とバイオアベイラビリティからのシミュレーション
によりα一hANPのi．n．投与での薬理効果（利尿効果）を推定できたことから、
経鼻吸収製剤の製剤設計手法として有用であることが示された。
　（5）ポリー：しアルギニンを用いることで高分子量モデル薬物FDの経鼻吸収性
を改善でき、PKPDモデルから薬理効果への反映が明確に示せたことから、実
用モデル薬物としてev　．hANP、カルシトニンおよびrhG－CS：Fを選定して、経鼻
製剤実用化の可能性をin　viVO薬理作用を調べることで確認した。その結果、実
用モデル薬物の3種とも実用化に求められる吸収レベルに達していて、薬理学
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的なバイオアベイラビリティはα一hANPおよびカルシトニンで静注に、　rhG－
CS：Fは筋注に匹敵しており、充分な薬理効果が得られることを示した。ポリー：L一
アルギニンを吸収促進剤として併用投与することで高いバイオアベイラビリテ
ィおよび薬理効果が確保され、安全性が高い理想的な経鼻吸収製剤が実用化で
きると結論付けられた。
　以上、ペプチドおよびタンパク質医薬品の経鼻吸収製剤として実用化が可能
な投与設計に対する基盤研究ができたことから、今後益々開発要求が高まると
思われる経鼻粘膜投与製剤の開発研究において、本研究は有用な知見を与えた
ものと考える。
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実験の部
実験の部
第1章　実験の部
1．試薬
　Fluorescein　isothiocyanate－labeled　dextran　：　FITC－dextran　（FD－4　；　MW
4400、FD－10；MW　9400、：FD－40；MW　36500、：FD－70；MW　71200）、臭化イ
プラトロピウム（IPTBr）、クロモグリク酸ナトリウム（DSCG）、ペントキシフィ
リン（PX）はシグマ社、アンチピリン（ANP）、5一フルオロウラシル（5．一FU）、シクロ
バルビタール（CB）は東京化成工業、アミノピリン（AMP）、安息香酸ナトリウム
（BA）、テオフィリン（TP）、リドカイン（：LC）は和光純i薬工業株式会社（大阪）、14C・
エタノールは室町化学工業株式会社（東京）よりそれぞれ購入した。硝酸イソ
ソルビド（ISDN）は東光薬品工業株式会社（東京）より、ジクロフェナクナトリ
ウム（DC－Na）はニチバン株式会社（東京）より、　sodium　taurodihydrofusidate
（STDHF＞はLeo　Pharm社（デンマーク）より分与された。その他の試薬は市販
の特級品を用いた。
2．オクタノール／リンゲル分配係数の測定法
　予めリンゲル液を飽和させ、37℃に温めておいたオクタノールと透過実験時
に適用する37℃の薬物の補正リンゲル溶液を20mlのバイアル中に同量加え、
37℃で24h■撹搾し、オクタノール層とリンゲル液層、それぞれの層の薬物濃
度をHPLCで測定して、分配係数を求めた。　EtOHの分配係数に関しては文献
［L．G．Herbette　et．a1．　Bioρhys。　di，49，91（1986）］のデータを用いた。
3．実験動物
ウィスター系雄性ラット（250～300g）および日本白色種雄性家兎（JW、2．3
～2．5kg）は東京実験動物（東京）からそれぞれ購入した。
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4。摘出鼻粘膜の調製
　体重2．0～3．0：kgの雄性尊家白色種家兎（東京実験動物）の耳介静脈から空気を
注入することによりすばやく屠殺し、鼻中隔を摘出し、予め氷冷しておいたリ
ンゲル液中に移した。氷冷リンゲル南中で鼻中隔から粘膜を剥した。
5。鼻粘膜透過実験
　摘出した鼻粘膜をF嬉．38に示したアクリル製のUssing型chamber（有効透過
面積0．5e懸2、容積11懸Dに速やかにマウントし、　chamberの両側をリンゲル
液で満たし、露hr匪ei総総韻。盤を行った後、粘膜側（d◎n◎r側）のリンゲル液
を完全に抜き取り、薬物溶液をn認加え透過実験を開始した。このドナーセル
から鼻粘膜を介してレシーバー側に透過してくる薬物をサンプリングし測定した。サン
プリングは漿膜側（yeceiver側）から1膿1採取することにより行い、体積を一定に
するために同量の新しいリンゲル液を戻した。採取したサンプル中の薬物濃度
をHPLCで定量した。透過実験はすべて37℃恒温器中で行い、粘膜への酸素の
供給とcha：mberを満たすmediwnの撹搾を行うためchamber下部から02／CO　2
（95：5）ガスによるbxgbblingを行った。
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6．電気生理学的パラメータの測定
　Fig．38に示したUssing拡散セルを用いて前項の鼻粘膜透過実験と同じ条件
下、電位差測定装置（CEZ－9100、日本光電製）を用いて、　open－circUit　condition
で実施した。膜電位（PD）は膜両側の近傍に設置した二つの塩橋（3％寒天、
3MKCDと連結したカロメル電極にて測定し、短絡電流値（lsc）はそれぞれ
のチャンバー中に銀／塩化銀電極を挿入し、経時的に短時間（約3秒間）
short－circuit　conditioxxに切り替…えることで測定した。膜抵抗（Rm）はオーム
の式に従い、Rm＝PD／（lsc×A）から算出した。ここで、　Aは膜の有効拡散面積
（0．5cm2）であり、リンゲル液により生じる溶液抵抗（＜100Ω℃m2）を補正
した。
7．薬物定量法
　FITC－dextranは分光蛍光光度計により、ANP、　M：P、　ISDN、5一：FU、　TP、
CB、：LC、　BA、　PX、　DSCG、　IPT－BrはHP：LCにより、　EtOHは液体シンチレ
ーションカウンターにより定量した。
分光蛍光光度計　　RF－5000
　　excitatioR　waveieRgth
　　emission　wavelength
島津製作所
495　nm
515　nm
サンプル1m1にリンゲル液を4m1加え希釈した後に測定した。
　　　　　　　　　　：LC・6Aまたは：LC一一6AD　　　　　　島津製作所
　　　　　　　　　　SPD－6A　　　　　　　　　　　　　島津製作所
　　　　　　　　　　C－R3A、　C－R4AまたはC－R6A　　　島津製作所
　液体シンチレーションカウンター
　　サンプル1m1をシンチレーションカクテル10　ml中に加え撹下し一晩暗所
　　に静置した後シンチレーションカウンターにて測定した。
HP：LCの定量条件をTable　10に、シンチレーションカクテルの処方をTable　11
に示した。
HP：LC装置
ポンプ
検出器
データ処理
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Table　10　H：P：LC定量条件（移動層、測波長、内部標準物質の順）
ANP　Q．lg／oPhosphori－c　ac．idi：Acetouityile
　　　　　（30：70）S5　mM　Sodi“m　　 　 　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　diodiecyl　sulfate
　　　　　　p－Hydroxybenzoic　acid　methy｝　estey
AJMP　O．XO／oPhesphoric　a．cid．：Aceto“itxile
　　　　　（40：60）幸5mM　Sod沁澱dodecyl　s腿lfate
　　　　　　p－ffydrbxybenzoic　acirk　methyX　bsterc
ISDN　Water：Aceも幅艇le
　　　　　（5Q．：．　50）
　　　　　　p－Hydrbxybenzoic　acid　ethyl　eseey
5－FU　20　mM　KH2PO4：Methanol
　　　　　　　　　　　　　）＋1．5mM　T罐a－n－butyla磁騰。魔硬m　hyd罫oge簸sulfate　　 　（ 9．5 ：5
　　　　　　absolute　calib罫atio鷺搬eもho（玉
TP　O．gO／oPhosphoric　acidi：Acetonttyige
　　　　　（　9－O　：　ulO）
　　　　　　absolute　caiihratioft　methodi
CB　O．iO／ePhoSphoy－ic　acid：AcetQnitr－ile
　　　　　（65：35）＋5膿MSo面u搬δodecyl　su漁もe
　　　　　　absolut’e　calibration　methodi
LC　O．10／oPhosphorgc　a．cidj：AcetQnitwhle
　　　　　（70：30）＋5　mM　Sodium　1－hexa鵬繊1f◎舩te
　　　　　　p－Hydrbxybenzoic　acid　ethyl　ester
BA　O．05　M　KH2PO4：AcetoRitriie
　　　　　（誼y器！xy艦晶2acid　ethyl　e、te，
PX　．0．le／ePhosphoxic　acidi：Aee£enitri｝e
　　　　　（70　；．　30）
　　　　　　p－Hydroxybenzoic　acid　methyl　ester
DSCG　5　mM　Tetrabuもyl　a鵬mo澄i疑m：Metha薮ol
　　　　　　（　60　：　40　）
　　　　　　absolute　calibration　methodi
IPT－Br　Q．le／ePhosphoric　acid．　：　AcetoRitrile
　　　　　　（60：40）率5搬MSodiu搬αoδecyl　s疑lfate
　　　　　　absolute’　calibration　methodi
245nm
254km
220xtm
270Rm
27k醜m
205xtm
23eRm
23ellm
274Rm
329nm
2iOnm
Table　11シンチレーションカクテルの処方
馬面扇面註octylphe薮yl　ethe「
1，4－biS－2（5LpheRyl－2－exazeyl）benzene
Toluene
??????????33??????
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8．電子顕微鏡写真のための鼻粘膜サンプルの調製
　鼻粘膜の透過実験終了後、粘膜周囲に付着している余分な水分をキムワイプ
で拭き取った後、直方体の発砲スチロールの上に粘膜側を上にしてホチキスで
固定した。これを等張ホルマリン液中に24時間浸して組織切片の固定を行った。
固定した組織標本を脱水するため50（v／v）％から順次高濃度溶液に移し最後に
無水EtOH　100％に浸し完全脱水した。脱水終了後、発砲スチロールのみを取
り去り、無水酢酸イソアミル中に24時間以上浸した。これを臨界点乾燥をして
イオンコーターにより表面処理を施した後に電子顕微鏡写真を撮影した。
第2章実験の部
1．試薬
　FITC－dextran　（　FD－4；MW　4．4kDa，　FD－10；MW　12．OkDa．　FD－40；MW
38．3kDa、　FD－70；MW　50．7kDa、　FD－150；MW　167．O　kDa）、塩酸ポリ・：L・一ア
ルギニン（poly－L－Arg（IO）；MW　8．9　kD歌、　poly－L－Arg（50）；MW　45．5　kDa、
poly一：L－Arg（100）；MW　92．OkDa）、抗凝血薬（クエン酸デキストロースリン酸
アデニン、cDP－A）およびウレタンはslGMA社（st．：Louis、　u．s．A．）から購
入した。また、：しアルギニン、：L一リジンおよびキトサンは東京化成工業株式会
社（東京）、塩化セチルピリジニウムは関東化学株式会社（東京）、ドデシル硫
酸ナトリウムは和光純薬工業株式会社（大阪）、コラーゲンは株式会社ニッピ（東
京）よりそれぞれ購入した。抗凝血薬（ノボ・ヘパリン注1000）はヘキスト・
マリオン・ルセル株式会社（東京）から購入した。さらに、BCAプロテイン・
アッセイ・キットはPierce社（アメリカ：輸入元　フナコシ）から購入した。
その他の試薬はすべて市販の特級品を使用した。
2．実験動物
　ウィスター系雄性ラット（250～300g）および日本白色種雄性家兎（JW、2．3
～2．5kg）は東京実験動物（東京）からそれぞれ購入した。
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3．：FDsのin　vivo単回静脈内投与実験法
　ウィスター系雄性ラット（250～300　g）の腹腔内にウレタン生理食塩液（25
W／V％、1g／kg）を投与し、麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、鼻腔
内投与実験法と同様の生理的条件にするため気道および食道への手術を施し、
右頸静脈と右大腿静脈を露出した。調製したFD4生理食塩液（2．5　mg／認、3．3
mg／kg）、調製したFD－10、　FD－40およびFD－70生理食塩液（投与量0．2、0．4、
0．8、2．5mg／kg）を右頸静脈へ投与し、ヘパリンで前処理した注射筒を用いて
経時的に右頸静脈より採血した。1回の採血量は0ユ5m1とした。血液は直ちに
4℃、16，000rp醗（18，000　G）で5分間遠心分離し血漿を得た。
4．：FDsのin　vivo鼻腔内投与実験法
　ウィスター系雄性ラット（250～3◎Og）の腹腔内にウレタン生理食塩液（25
w／v％、ig／kg）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、駈聡i
らのin　vivO鼻腔内投与実験法に準じて手術を行った95）。まず、正中線に沿っ
て喉を切開し、気道を露出した。気道を確保するために、気管にポリエチレン
チューブ（Hibiki　No．8）を挿入した。次に、鼻腔から消化管への薬液の流出を
防ぐために先端を塞いであるシリコーンチューブ（外径2m磁、内径1mm）を
食道側から鼻腔側に向けて挿入した。さらに、鼻腔からロ腔に抜けている穴（鼻
腔蓋管）からの薬物溶液の漏出を防ぐために、この部分を接着剤（アロンアル
ファ、東亜合成化学，東京）で塞いだ。次に、ポリエチレンチューブ（約20cm）
の先端にシリコーンチューブをつけ、マイクロシリンジに接続し、シリコーン
チューブを左鼻孔へ挿入（約8mm）し、調製したFD4の生理食塩液または各
種促進剤を含む：FD－4生理食塩液（投与量33　mg／m1、濃度20％〉を鼻腔内へ投
与した。促進剤種類およびその適用濃度はTaめle　2に示したとおりで行なった。
ヘパリンで前処理した注射筒を用いて経時的に右頸静脈より採血を行った。1
回の採血量は0．15m1とした。血液は直ちに4℃、16，000　rpm（18，000　G）で
5分間遠心分離し血漿を得た。
5．FDsの定量法
血漿サンプルを（controlで160μ1、併用系で50μ1）pH　8．5のホウ砂山KH2PO，
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緩衝液で希釈し（contro1で20、併用系で60倍）、サンプル中の：FDsの蛍光強
度を励起波長495nm、蛍光波長515　nmで蛍光分光光度計（RF－5000、島津製
作所）により測定した。
6．赤血球溶：血実験
　実験の島回2章4の：FDsのi簸vivo鼻腔内投与実験法と同様に外科的手術を
施し、血液を頸動脈より採血した。血液を抗凝血薬（クエン酸デキストロース
リン酸アデニン；CD：P－A）と9：1の割合で混合し、遠心分離（377G、5分間）
した。次に得られた赤血球ペレットをpH7の等張リン酸緩衝液（PBS）で4回
洗浄し、赤血球ペレットをPBSで希釈し10％赤血球標準溶液とした。各種調製
した促進剤溶液（1．75mDと赤血球標準溶液（0．125　m．1）を混合した。37℃で
5～10分間インキュベートし、540Gで2分間遠心分離した。赤血球溶血度とし
て上清の543nmにおける吸光度を測定した（UV－160A、島津製作所）。
7．膜成分漏出実験：
　家兎を空気閉塞により屠殺後、鼻中隔を摘出し、予め氷冷しておいたリンゲ
ル液中に移し、鼻粘膜を鼻中隔軟骨から剥離した。鼻粘膜をUssing　chamber
（有効透過面積；0．5c澱2、容積；4m1）に速やかにマウントし、チャンバーの
両側をリンゲル液で満たし、2時間インキュベートを行った。その間30分おき
に電気生理学的パラメータを読み取り鼻粘膜のviabihtyをチェックした。ここ
で膜電位が．3：mV以上、短絡電流が30μA／cm2以上、膜抵抗が40から70Ωcm2
の間のものを実験に使用し、それ以外のものに関しては摘出時に問題があった
ものとして使用しなかった。粘膜側（ドナー側）のリンゲル液を完全に抜き取
り各促進剤含有リンゲル液（4mDを加え、このときをOminとして実験を開
始した。以降、30minごとに120　minまでドナー側から200μ1をサンプリン
グした。本実験はすべて37℃の恒温器中で行い、粘膜への酸素の供給とチャン
バー内の溶媒を撹搾を行うため02／CO2（95：5）によるバブリングを行った。サ
ンプルを定量時まで5℃で保存した。
81
8．漏出成分の定量
1）タンパク定量法
　Bicinchoninate（：BCA）がCuイオンとコンプレックスを形成して紫に発色
するBCA法を採用した。発色剤2　mlを加え。正確に2時間室温で放置し、562nm
の吸光度を測定した（UV　160A、島津製作所）。
2）リン脂質定量法
　Folch法96）に従い、リン脂質が結合している他の脂質や疎水性タンパク質と
の各種結合力を切断して抽出して測定した。リン脂質をボスホリパーゼDで加
水分解してコリンを遊離させ、そのコリンをコリンオキシダーゼで酸化させる
際に同時に生成した過酸化水素をペルオキシダーゼによりフエノールと4．アミ
ノアンチピリンとを酸化融合させた時の赤色色素を562nmにて吸光度測定し
て求めた。
3）乳酸脱水素酵素（LDH）定量法
　乳酸を基質として生成するホルマザンを比色定量する方法（560簸艶）で実施
した。
9．形態学的組織切片の作成
　ウィスター系雄性ラットに各分子量のpoly・：L－Ang（0．9％生理食塩水、0．2
m1／kg）をを右鼻腔に投与し、9時間後にラットを空気閉塞にて屠殺し鼻中隔ご
と切り取り10％ホルマリン緩衝液中に保存し固定した97＞。ミクロトーム切片は
ヘマトキシン・エオシン染色し、左鼻腔をコントロールとして比較評価した。
第3章実験の部
1．試薬
　α・hANP原末（SUN4936；：Lot　No．3689306）は、サントリー株式
会社（医薬事業部、群馬）より分与された。EDTAは同仁化学研究所（東
京）から、ウレタンはシグマ社（米国）からアプロチニン（生化学用）は
和光純薬工業株式会社（大阪）から、日本薬局方生理食塩液および日
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本薬局方リンゲル液は大塚製薬株式会社（東京）から、それぞれ購入
した。その他の試薬は特級品を用いた。
2．実験動物
　10～12週齢（体重270～300g）のウィスター系雄性ラットを石川実
験動物（埼玉）より購入して用いた。
3。　溶液調製法
1）注射用α一hAN：P原液
　ev　一hANP原末23．5mgを正確に量り、5％マンニトール水溶液に溶
解させ全量を10mlとした。この溶液中のα一hANP濃度は2000μ
glm1である。各投与量α一hANP静注実験における溶液濃度は投与ド
ーズに応じて希釈して使用した。点滴静注時のes　一hANP濃度は1．5
μg／mlに調製した。
2）採血用EDTA一アプロチニン溶液
　アプロチニン（生化学用）を約2㎎とEDTA　24㎎を量り、生理食塩
液に溶解させ全量を10m1とした。
4．α一hANPのin　vivo単二静脈内投与実験法
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液
（25w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した
後、左右の頸静脈と左大腿静脈を露出した。調製したα一hANP溶液
を左大腿静脈より投与し、EDTA一アプロチニン溶液で前処理した注
射筒を用いて経時的に左右の頸静脈より採血した。1回の採血量は
0．2m1とした。血液は直ちに4℃、16，000　rpmで5分間遠心分離し、
血漿を得た。血漿は定量時まで一20℃以下で凍結保存した。
5．α一hANPのin　vivo静脈内定速注入実験法
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液（25
w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に三位固定した後、
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左右の頸静脈と左大腿静脈を露出した。大腿静脈に静注針（テルモ翼
付静注針；テルモ社、東京）を挿入し、調製したcy　一hANP溶液は定速
注入装置（テルフユージョンシリンジポンプMODEL　STC－525；テ
ルモ社〉を用いて注入した。注入速度は2．4Wt1／hrとした。注入開始
後、EDTA一アプロチニン溶液で前処理した注射筒を用いて経時的に
左右の頸静脈より採血した。α一hANPの注入は30分で中止し、そ
の後も経時的に採血した。1回の採血量は0．2m1とした。血液は直
ちに4℃、16，000脚騰で5分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は定
量時まで一20℃以下で凍結保存した。
6．利尿効果測定法98・99）
　ウィスター系雄性ラットの腹腔内にウレタン生理食塩水溶液（25
w／v％、5m1）を投与し麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、
尿道ロの上約3㎝の腹部を正中線に沿って切開し膀胱を露：出させた。
膀胱に数㎜切り込みを入れ、そこからポリエチレンチューブ（ffibiki
No．3、5c励を挿入した。切りロを縫合糸で結んで固定し、膀胱を元
の位置に戻して切開部を縫合した。尿が尿道ロから出てくるのを防
ぐため接着剤（アロンアルファ；東亜合成化学、東京）で塞いだ。
　次に右の大腿静脈を露：出して静脈用注射針を挿入し。定速注入装
置を用いて最初は3．6xxxX／hyの注入速度で20分間、続いて1．8ml／krc
で6◎分疏リンゲル液を前負荷した。それ以降実験終了時まで1．5
ml／hxの速度で注入を続けた。尿はチューブの先端からあらかじめ
秤量してあるマイクロチューブに採集し、その重量を測定して空の
重量を差し引き尿量とした。採集された尿量に相当する水分を補う
ためにその都度リンゲル液を注入した。リンゲル液前負荷終了後、
実験を開始する前に20分間の尿量を3度測定し、それぞれ測定時
間で除した値の平均値をコントロール尿排泄速度とした。
7．α一hANP定量法
　血漿中α　一hANP濃度は：EIAキット（α一hANPテストワコー；和光
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純薬工業株式会社、大阪）を用いて定量した。本品は酵素免疫測定法
（EIA）のサンドイッチ法の原理に基づく血漿中α・hANP濃度測定用
キットである。
1）キット構成
　（1）抗体結合固相（抗α一hAN：Pマウスモノクロナール抗体
　　　　1．7μ9／ビーズ）
　（2）酵素標識抗体（溶解時西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ
　　　　標識i抗α必AN：Pウサギ抗体200μg／m1）
　（3）酵素標識抗体溶解用液（0．1Mリン酸緩衝液pH7．0
　（4）発色剤（溶解時オルトフェニレンジアミン18．5mmo1／1）
　（5）発色剤溶解用液（マックルペン緩衝液pH4．65）
　（6）過酸化水素水
　（7）反応停止液（1N硫酸）
　（8）緩衝液0．1M（リン酸緩衝液pH7．0）
　（9）標準α一hANP（溶解時α・hANP　1000　pg／m1）
　（10）ヒト正常血清
2）測定原理
　試料に抗α一hANPマウスモノクロナール抗体を結合させた抗体
結合固相を反応させ、次に酵素（ペルオキシダーゼ）で標識した抗α
一hANPウサギ抗体を反応させると、『抗cy　一hANPマウスモノクロナ
ール抗体結合固相一試料中のα一hANP一酵素標識抗or　一hANPウサギ抗
体』のサンドイッチ状の複合体が形成される（2一ステップサンドイッ
チ法）。抗体結合固相に結合した酵素の量はα一hANP量に比例する
ので、その酵素活性を、オルトフェニレンジアミンと過酸化水素水
を用いて測定し、あらかじめ既知濃度の標準液を用いて作成した検
量線から試料中のα一hANP濃度を求める。
8．α一hANPのin　vivo鼻腔内投与実験法
　実験の部第2章4と同様の外科的手術を施した後、種々濃度のα一
hANP溶液をマイクロシリンジ（ハミルトン）を用い、片方の鼻孔よ
り鼻腔内へ投与した。その後鼻孔を接着剤（アロンアルファ）で塞い
だ。α一hANP溶液を所定の濃度、投与量で投与後、　EDTA一アプロチ
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ニン溶液で前処理した注射筒を用いて経時的に左右の頸静脈採血し
た。1回の採血量は0．2mlとした。血液は直ちに4℃、16，000　rp・m
で5分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は定量時まで一20℃以下で冷
凍保存した。
9．解析法
　コンパートメントモデル解析は、非線形最小二乗法プログラムー1
を用いておこない、アルゴリズムはD段澱p澁gGauss－NewtgR
Methodを用いた。
　薬効モデルの解析は、非線形最小二乗法プログラムー2を用いてお
こない、アルゴリズムはDamping　Gauss－NewtOKk　Meth◎｛Sを用い
た。
第4章実験の部
1．試薬
　α一hANP原末（SUN4936；：Lot　N◎．3689306）はサントリー株式会社（医薬
事業部、群馬）より、また、サケカルシトニン（sCT；Lot　No．　HF－sio9）は帝
国臓器製薬株式会社（東京）より分与された。ヒト穎粒球コロニー刺激因子
（rhG－CSF；MW　18，850）は協和発酵工業株式会社（東京）より分与された。
塩酸ポリーL一アルギニン、ベスタチン（BE）およびEDTAはS互GMA社（St．　L◎uis、
U．SA）から購入した。アプロチニン（生化学用）および日本薬局方リンゲル
液はそれぞれ和光純薬工業株式会社（大阪）および扶桑製薬株式会社（大阪）
より購入した。牛血清アルブミン（：FPtac¢i◎me　V、：P◎wdeのは生化学工業株式会
社（東京）から購入した。抗凝血薬（ノボ・ヘパリン注1000）はヘキスト・マ
リオン・ルセル株式会社（東京〉から購入した。ウレタンはAldrich　Chemica1．
Company，　Inc．（Milwaukee、　USA）から購入した。その他の試薬はすべて市
販の特級品を使用した。
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2．α一hAN：Pのin　vivo鼻腔内投与実験法および利尿効果測定法
　実験の二二3章8と同様にα一hAN：P　in　vivo鼻腔内投与を行なった。また、
利尿効果の測定は実験の部第3章6同様に外科的手術を施した後、右大腿静脈
を露出してポリエチレンチューブ（PE－50；Clay　Adams、　U．SA）を挿入し、
定速注入装置を用いて3．6m1／hrの注入速度で20分間、次いで1．2　ml／hrで60
分間リンゲル液を前負荷した。以降、実験終了時まで1．2m1／hrの速度で注入を
続けた。リンゲル液前負荷後、or　一hAN：P鼻腔内投与に先立ち20分間の尿量を3
回測定し、尿量が安定していることを確認した後実験を開始した。その3回の
尿量をそれぞれ測定時間で除した値の平均値をコントロール尿排泄速度とした。
尿はあらかじめ秤量してあるマイクロチューブに採集し重量を測定して尿量と
した。
3．sCTのin　vivo鼻腔内投与実験法
1）投与法と採血法
実験の二二1章4と同様に外科的手術を施した後、調製したsCT生理食塩液ま
たは各種促進剤を含むsCT生理食塩液（投与量101U／kg、濃度10μg／m1）を
鼻腔内へ投与した。ヘパリンで前処理した注射筒を用いて経時的に右頸静脈よ
り採血を行った。1回の採血量は0．15mlとした。血液は直ちに4℃、16，000　rpm
（18，000g）で5分間遠心分離し血漿を得た。
2）Ca（カルシウム）定量法
血漿中Ca2＋濃度はカルシウムC一テストワコー（和光純薬工業株式会社、大阪）
を用いて定量した。二品はキレート発色法（オルトクレゾールフタレインコン
プレキゾン法；OCPC法）の原理に基づく血漿中Ca（カルシウム）濃度測定用
キットである。
試料中のカルシウムは、アルカリ性条件下でOCPCと結合して紫紅色を呈する。
この紫紅色の吸光度を測定することにより試料中のカルシウム濃度を求めた。
4．rhG－CSFのin　vivo鼻腔内投与実験法
1）rhG－CS：F投与液の調製法
：KW－2228原液（1．8mg／m1、　pH　7．0～7．5）を、1／15　mM等張リン酸二水素
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カリウムで0．4mg／mしに調製した。この時、塩化ナトリウムを用いて等張にし
た。また、投与液のpHを1N塩酸を用いてpH　5．0に調製した。　Poly一：L－
Ayg（50）併用系では、全量に対し1％含有するように調製した。
2）i簸vivo鼻腔内投与実験
　ウィスター系雄性ラットにウレタン生理食塩液　（投与量lg／kg，濃度25
w／v％）を腹腔内投与し、麻酔した。ラットを固定台に背位固定した後、：ffiyaiら
のin　vivo鼻腔内投与法に準じて手術を行った。実験：の部第2章4の方法と同
様に、調製した幽G－CSFリン酸緩衝液（c◎就鷲◎Dまたは1％濃度のpoly一：L一蝕g
を含むrkG－CS：Fリン酸緩衝液（投与量50μg／kg、濃度0．4　mg／mL）を鼻腔内
に投与した。ヘパリンで前処理した硬質硝子製注射筒を用いて経時的に右頸静
脈より採血を行った。1回の採血量は◎．6謡とし、血液はガラス試験管を用い、
4℃、2，500rpmで90分間遠心分離し、血漿を得た。血漿は測定まで一20℃
以下で、ガラス試験管中で保存した。
3）G－CSFの定量法
　血漿サンプルをあらかじめ測定前に室温まで戻し、1％牛血清アルブミン
（：BSA）を含む0．OIM等張リン酸緩衝液ΦH　7．4、　PBS）にて約δ◎倍希釈後、
測定を行った。定量には、E夏A測定キット（R＆D、　h建man　G－CSF）を用いた。
すべての行程を両日中に終了させ、反応後30分以内に測定波長450聡鵬でマ
イクロプレートリーダー（BXO－TEX、　EL392e）により測定した。全ての分注作
業には、ガラス毛細管マイクロピペット（井内盛栄堂）を用いた。
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